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Abstrakt 
Antifryseproteiner (AFP) kendt fra forskellige fisk, planter og biller, anses for at have et omfattende 
potentiale for anvendelse inden for fødevareindustrien, olieindustrien og andre områder. Forskningen i 
anvendelsen af AFP hæmmes af, at fremstilling af større mængder er besværligt og bekosteligt. Escherichia 
coli (E. coli) har hidtil været den anvendte produktionsbakterie til fremstilling af RmAFP#1. Dette projekt 
undersøger mulighederne for at anvende Brevibacillus choshinensis SP3 (B. choshinensis) som 
produktionsbakterie af RmAFP#1. I modsætning til E. coli BL21, som er blevet brugt til kontrol i dette 
projekt, hvor vektoren er forsynet med en lac-operator, bruges i vektoren for B. choshinensis en konstitutiv 
promoter, som ikke skal induceres. Desuden er der indsat et signalpeptid, så proteinkomplekset secerneres 
til vækstmediet. Dette forhindrer intracellulær ophobning, hvilket øger den maksimale produktion per 
celle. Herudover indeholder vektoren genet for grønt fluorescerende protein (GFP), og et his-tag. GFP’et er 
lettere at påvise end RmAFP#1, og his-tagget muliggør oprensning i en nikkelkolonne. Det samlede 
proteinkompleks er: signalpeptid-GFP-RmAFP#1-histag. 
Dette projekt har vist, at den anvendte stamme af B. choshinensis kan udtrykke proteinkomplekset og 
secernere det til vækstmediet. B. choshinensis udtrykte proteinkomplekset i større mængde end E. coli. 
Dyrkningstemperaturen for begge var 250C, 280C og 370C. Den største produktion opnåedes for B. 
choshinensis ved 280 C efter 32 timer, og for E. coli ved 370 C efter 3 timer. RmAFP#1 begynder irreversibel 
denaturering ved 280C. Da B. choshinensis producerer mere RmAFP#1 end E. coli og ved en mere favorabel 
temperatur for RmAFP#1, er det hensigtsmæssigt at arbejde videre med B. choshinensis. 
Abstract 
Anti-freeze proteins (AFP), produced by fish, plants and beetles, has a widespread application potential 
within the food- and oil industry, among others. The complications and costliness of large scale-production 
hinder research in the application of AFP. Until now, Escherichia coli (E. coli) has been the production 
bacterium of RmAFP#1. This project explores the possibility of using Brevibacillus choshinensis SP3 (B. 
choshinensis) as production bacterium for RmAFP#1. Unlike E. coli BL21, used as control in this project, 
whose vector has a lac-operator, the vector of B. choshinensis is a constitutive promoter, not needing to be 
induced. Furthermore, it has a signal peptide that cause secretion of the protein complex to the growth 
medium. This prevents intracellular accumulation, and increases the maximum production per bacterium. 
The vector also holds the gene for green flourescent protein (GFP), and a his-tag. The GFP is easier to detect 
than AFP, and the his-tag makes purification with a nickel column possible. The protein complex is: signal 
peptide-GFP-RmAFP#1-histag. 
This project shows that the used strain of B. choshinensis expresses the protein complex and secretes it to 
the growth medium. B. choshinensis expressed a larger amount of the protein complex than E. coli. The 
growth temperatures for both bacteria were 250C, 280C and 370C. The largest production obtained was at 
280C for B. choshinensis after 32 hours and at 370 C for E. coli, after 3 hours. AFP starts irreversible 
denaturation at 280C. Since B. choshinensis produce more RmAFP#1 than E. coli and at a more favorable 
temperature for RmAFP#1 it is worth to continue working with B. choshinensis. 
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Indledning 
Antifryseproteiner (AFP) er proteiner, der forhindrer rekrystallisering i underafkølede væsker. Disse 
proteiner forekommer naturligt i visse fisk, biller og planter og proteinerne øger deres tolerance over for 
frostgrader. Deres evne til at forhindre rekrystallisering varierer både fra rige til rige, men også inden for 
samme rige. AFP fungerer ved at binde sig til iskrystallerne, netop som de dannes, hvilket forhindrer 
iskrystallernes vækst, og det er derfor muligt at bruge AFP i stort set alle væsker. Anvendelsesmulighederne 
for AFP er omfattende, de kan for eksempel bruges i fødevareindustrien, olieindustrien og til 
kryopræservering, da alle disse områder har problemer med krystallisering af is. Indtil videre har man haft 
succes med at transformere Escherichia coli (E. coli) med indtil flere vektorer, der indeholder genet for AFP. 
Der er dog visse problemer ved at anvende E. coli som produktionsbakterie. For det første er E. coli nødt til 
at blive induceret, før den begynder at producere AFP, hvilket betyder, at man, i dette tilfælde, er nødt til at 
tilsætte isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Dette medfører flere omkostninger i forbindelse 
med produktionen. På forskningsniveau er det dog ikke en uoverkommelig omkostning, men med henblik 
på produktion af AFP i større skala har det en betydning. For det andet oplagres AFP intracellulært i E. coli, 
når det er produceret, og det er derfor nødvendigt at lysere cellen, før AFP’et kan udvindes. Denne lysering 
vil i alle tilfælde føre til et tab af AFP lige meget hvilken form for lysering, der anvendes. Igen er dette ikke 
det store problem på forskningsniveau, men ved produktion af større mængder vil det være mere 
problematisk. Af disse årsager vil det være mere favorabelt at anvende en bakterie, der ikke behøver at 
blive induceret, før den begynder at producere proteinet, og som selv secernerer AFP.    
Firmaet Takara har udviklet et ekspressionssystem baseret på bakterien Brevibacillus choshinensis (B. 
choshinensis) SP3, der er en proteasefattig og ikke-sporedannende variant af B. choshinensis. Fordelene ved 
B. choshinensis SP3 er, at der er koblet et multiple cloning site (MCS) på signalpeptidet for secernering, hvor 
man kan koble AFP på. Dette resulterer i, at B. choshinensis potentielt vil secernere AFP til mediet. Dette 
har flere fordele, for det første mindskes risikoen for intracellulær degradation, som forekommer når AFP 
inde i cellen er i tæt kontakt med B. choshinensis’ proteaser, og for det andet kan lysering undværes. I det 
nævnte ekspressionssystem anvendes en konstitutiv promoter (se nærmere i teoriafsnittet). Det betyder, 
at promoteren ikke skal, eller kan, induceres. Ved anvendelsen af en konstitutiv promoter og secernering af 
proteinet opnår man, at proteinet ikke ophobes i cellen og grænsen for den enkelte celles produktion vil, i 
hvert fald teoretisk, være større. B. choshinensis SP3 har potentialet til at producere op til 3,7 g/L α-
amylase (Takara Bio Inc.).   
På denne baggrund vil dette projekt undersøge nedenstående hypotese. 
Hypotese 
Hvis Brevibacillus choshinensis SP3, med pNCMO2 shuttle-vektoren med indsat signalpeptid-GFP-RmAFP#1-
HisTag, producerer og secernerer RmAFP#1 komplekset, så vil den være en bedre egnet til at producere 
RmAFP#1 end den allerede anvendte Escherichia coli BL21 med pBE-S shuttle-vektoren med indsat 
signalpeptid-GFP-RmAFP#1-HisTag. 
- Er det muligt at anvende absorbansmålinger til at detektere GFP i mediet? 
- Hvor mange gram/liter kan potentielt opnås? 
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Afgrænsning 
Der er i forbindelse med projektet udvalgt allerede eksisterende bakteriestammer, og derfor er der ikke 
blevet taget stilling til, om antifryseproteinet fra Rhagium mordax er det mest effektive antifryseprotein. 
Der er anvendt en allerede afprøvet Escherichia coli stamme, for at have et bedre grundlag for at 
sammenligne proteinproduktionen hos begge bakterier. 
Introduktion 
Antifryseproteiner 
Mange dyre- og plantearter, er kendt for at producere proteiner, der forhindrer, at iskrystaller i deres 
kropsvæsker udvider sig. Disse proteiner forhindrer derved, at deres kropsvæsker fryser til is, selvom det er 
underafkølet. Proteinerne kaldes antifryseproteiner (AFP) (Duman et al., 2004;Garzon et al., 2013;Pentelute 
et al., 2008;Raymond and DeVries, 1977).  
Smeltepunkt og frysepunkt 
En opløsnings smelte- og frysepunkt bestemmes af typen af molekyler, samt mængden af disse, den består 
af, og vil altid ligge på samme temperatur, for vand er det for eksempel 0oC. AFP sænker frysepunktet for 
opløsningen proteinerne befinder sig i, uden at påvirke smeltepunktet, dette kaldes termisk hysterese. Den 
temperatur, hvormed iskrystallerne igen udvider sig på bekostning af hinanden, hvilket får opløsningen til 
at fryse til is, kaldes hysterese frysepunktet. AFP’s effektivitet vurderes ud fra hvor stor en mængde, der 
skal være opløst for at opnå forskellige hysterese frysepunkter, samt ud fra deres maksimale hysterese 
frysepunktssænkning, og AFP fra insekter kan være op til 100 gange mere effektive end AFP fra fisk og 
planter (Kristiansen et al., 2012). Denne store forskel i effektiviteten kan skyldes, at AFP fra insekter binder 
sig til flere af iskrystallens planer, end AFP fra fisk og planter (Pertaya et al., 2008). Graham et al fandt en 
forskel i iskrystallers morfologi, når AFP fra henholdsvis fisk og insekter interagerer med iskrystallerne (se 
Figur 1) (Graham et al., 1997).  
 
Figur 1: Iskrystalvækst i forskellige opløsninger; a) hæmolymfe fra billen Tenebrio molitor (T. molitor), b) rekombinant AFP fra T. 
molitor, c) type I fiske-AFP og d)  type III fiske-AFP. De to iskrystaller med insekt AFP, a og b, viser ikke karakteristisk vækst, mens 
de to iskrystaller, der interagerer med fiske-AFP viser en spikulær form. (Graham et al., 1997).. 
Grunden til, at den spikulære form opstår når det er fiske-AFP der interagerer med iskrystallen, er at, 
proteinerne kun binder sig til prismeplanet. Denne binding til prismeplanet får organiseret nogle af 
vandmolekylerne i iskrystallens sider, men ikke dem alle. De uorganiserede vandmolekyler i basalplanet kan 
frit vokse, uden AFP hæmmer dem (Davies and Hew, 1990). Insekt AFP interagerer både med molekylerne i 
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basal- og prismeplanet, og derfor vil iskrystallerne ikke have den spikulære form (Graham et al., 1997) (se 
Figur 2). 
 
Figur 2: Antifryseprotein binding. Til venstre ses hvordan en iskrystal, der interagerer med fiske AFP, vil fortsætte sin vækst ud af 
de uorganiserede basalplan (Davies and Hew, 1990). Til højre ses hvordan en iskrystal, der interagerer med insekt AFP, ikke har 
nogle uorganiserede planer, og derfor ikke vil vokse (Graham et al., 1997) (figur modificeret fra (Davies and Hew, 1990)). De 
enkelte heksagonale felter repræsenterer én iskrystalkerne, der er dannet ved bindinger mellem vandmolekylerne. 
Struktur og binding 
Hvordan AFP binder sig til iskrystallen er omdiskuteret, men der er bred enighed om, at alle slags AFP har 
nogle bindingssteder, der kan interagere med iskrystaloverflader. En af teorierne for hvordan disse 
bindingssteder kan interagere med iskrystaloverflader, er, at bindingsstederne er mere hydrofobe end 
resten af proteinet, der interagerer med iskrystaloverfladen, disse AFP-bindingssteder er meget flade, og 
får en stor del af proteinets overflade til at deltage i bindingen. Det er primært van der Waals interaktion, 
der foregår mellem AFP og iskrystallen. Alanin og threonin er meget vigtige i denne binding, hvilket 
forklarer den store mængde af mindst én af disse aminosyrer i alle slag AFP (Davies and Hew, 1990). En 
anden teori, inden for AFP struktur og binding, er, at det er de hydrofobe områder på AFP, der laver en 
form for interaktion med iskrystallen, som minder om den første teori, men i denne teori er den store 
mængde alanin i molekylet til for at holde strukturen. I denne teori er hydrofobiciteten af AFP 
bindingsområderne en meget afgørende faktor (Harding et al., 1999). Disse to teorier forklarer dog ikke, 
hvorfor AFP sænker frysepunktet ved interaktionen med iskrystaloverfladen. 
To andre teorier prøver at forene hele virkningsmekanismen, både interaktionen med iskrystallen og 
sænkningen af frysepunkt. Den ene teori går ud på, at AFP binder sig til overflader på iskrystallen, primært 
ved van der Waals interaktion, men også ved hydrogenbinding, afhængigt af fra hvilken dyreart AFP’et er 
fra. AFP-vandlaget har en højere tæthed end det normale iskrystaloverflade, grundet stærke bindinger, og 
sænker molbrøken for den grænsefladespændte væske. Denne sænkning af molbrøken fører til en 
sænkning af temperaturen, hvorved iskrystaller dannes, da der indtræder en balance mellem den 
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underafkølede væske og iskrystallerne, der forhindrer diffusion af vandmolekyler (Mao and Ba, 2006;Mao 
and Ba, 2006). En anden teori er, at frysepunktsnedsættelsen skyldes en øget kurvatur, der herved øger 
iskrystallernes damptryk, så den overkølede væske med det høje damptryk ikke udveksler vandmolekyler 
med iskrystallerne (Kristiansen and Zachariassen, 2005). Denne teori stemmer godt overens med, at 
systemer altid søger mod ligevægt. Hvis iskrystallernes damptryk er lig med væskens, må den potentielle 
energi i de to faser være den samme, og derfor vil der ikke ske en udveksling af molekyler. Denne teori 
stemmer også overens med AFP’s hindring af rekrystallisering i en krystalliseret opløsning. Rekrystallisering 
sker, når små iskrystaller med et højt damptryk udveksler deres vandmolekyler med en større iskrystal for 
at udligne dette damptryk. Hvis AFP er til stede forhindres rekrystalliseringen indenfor hysterese 
temperaturen, hvilket indikerer at AFP fordeler sig ligeligt over, ikke bare den enkelte iskrystals overflade, 
men flere iskrystallers overflader, og laver en form for kurvatur, der stabiliserer damptrykkene mellem de 
to faser. Matsumoto et al. har lavet en af de første simuleringer af, hvordan vand fryser til is, hvor der 
heriblandt blev illustreret den energiændring, der sker under processen. De fandt, at når vandet var frosset 
til is og havde lavet stabile hydrogenbindinger, og derved havde en stabil heksagonal struktur, gik den frie 
energi i systemet fra ca. -47 kJ mol-1 til -52 kJ mol-1 (se Figur 3) (Matsumoto et al., 2002). Dette energitab 
understøtter AFP-bindingsteorierne, der omhandler en øgning af iskrystallernes energi eller damptryk, da 
udligning af damptrykket i iskrystallerne, og derved den potentielle energi, ville bibeholde iskrystallerne i 
den røde del af grafen i Figur 3. 
 
Figur 3: Til venstre ses en graf over 512 hydrogenmolekylers potentielle energiændring over 400 nanosekunder. Forsøget er 
startet ved at sænke temperaturen fra 126,85
o
C til -43,15
o
C, og systemet er lukket under hele perioden. Grafen er inddelt i fire 
faser; den røde del er en lang rolig periode, hvor der ikke er en ændring i energien, den grønne er en langsomt energiaftagende 
periode, den blå del er en hurtig energiaftagende periode og den i lilla del er krystalliseringen fuldbyrdet. Til højre ses en 
simulering af krystaldannelsen imellem vandmolekylerne, billede a er ved tiden 208 ns, b er ved tiden 256 ns, hvor der er dannet 
en kerne ved det indcirklede område, c er ved tiden 290 ns, hvor kernen har sat gang i dannelse af heksagoner i dens 
nærområde, d er ved tiden 320 ns, hvor energien er tilnærmelsesvis stabil, og e er ved tiden 500 ns, hvor alle 
hydrogenbindingerne mellem vandmolekylerne er stabile og der er en klar heksagonal struktur. Modificeret fra (Matsumoto et 
al., 2002).  
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Hvis teorierne om hvordan AFP sænker frysepunktet, der er præsenteret, stemmer, vil man forvente, at der 
i mellem smeltepunktet og hysterese frysepunktet dannes kerner, hvor vandmolekylerne har dannet en 
heksagon lige omkring smeltepunktet, men da disse heksagoner interagerer med AFP, vil nukleationen 
forskydes til hysterese frysepunktet nås, hvor der herefter vil ske en næsten eksplosiv krystallisering 
grundet den hurtige energiændring, idet AFP’s virkning stopper (Kristiansen and Zachariassen, 
2005;Ohtomo and Wakahama, 1983). 
RmAFP#1 
AFP er, som beskrevet tidligere, fundet i mange dyrearter, og der er stor forskel på AFP’s effektivitet, 
selvom det er fra samme art. I dette projekt er der anvendt et AFP fra billen Rhagium mordax (R. mordax), 
der er en meget udbredt bille i Danmark og Fennoskandinavien. R. mordax holder sig inden for Jordens 
Palæoarktiske økobælte, og kan derfor godt opholde sig andre steder end i de ovennævnte (Bilý and Mehl, 
1989). Der er fundet syv isotyper af RmAFP i R. mordax-larvens hæmolymfe, og RmAFP#1 er navnet på 
isotype 1. RmAFP#1 vejer 12.344 kDa, og består af 28% threonin og 21% alanin. RmAFP#1’s maksimale 
sænkning af hysteresefrysepunktet er omkring 4oC når det er i en 0,1 mM opløsning (Graham et al., 
1997;Kristiansen and Zachariassen, 2005;Kristiansen et al., 2012).  
Bakterier 
Gram positive og gram negative bakterier 
Næsten alle prokaryoter har en cellevæg, som opretholder cellens form og beskytter den, blandt andet 
mod osmotisk tryk. Cellevæggen hos prokaryoter består blandt andet af peptidoglykan, som er en 
heteropolymer der består skiftevis af monosakkariderne N-acetylglukosamin og N-acetylmuraminsyre samt 
korte polypeptider.   Forskellen på Gram-positive bakterier og Gram-negative bakterier er tykkelsen og 
placeringen af peptidoglykan i cellevæggen, samt tilstedeværelsen af en ydre plasmamembran (se Figur 4).  
 
Figur 4: Illustration af cellevæggens opbygning hos henholdsvis Gram-positive og Gram-negative bakterier. Modificeret fra 
McGraw-Hill. 
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Gram positive bakterier har, uden på cellens plasmamembran, en cellevæg, der består af et tykt lag 
peptidoglykan. Gram-negative bakterier har, uden på deres plasmamembran, en cellevæg, der består af et 
tyndere lag peptidoglykan, omkranset af en ydre membran, der består af lipopolysakkarider.  
Brevibacillus  
Slægten Brevibacillus består af stavformede, Gram-positive bakterier, der, udover at være Gram-positive, 
har det til fælles, at de danner endosporer (Panda et al., 2014). Hvis en sporedannende bakterie, såsom 
Brevibacillus, bliver udsat for forandringer i dens miljø, som er uhensigtsmæssige for den, eksempelvis, hvis 
miljøet mangler et essentielt næringsstof, danner den en endospore. Endosporen indeholder en kopi af 
kromosomet, omgivet af adskillige lag af beskyttende strukturer. Vand trækkes ud af endosporen, så 
metabolismen går i stå, og endosporen kan nu overleve under forhold, der ellers ville være fatale.   
Brevibacillus er oplagt til brug i forskning, da den meget effektivt producerer extracellulære proteiner 
(Udaka and Yamagata, 1993). Derudover danner Brevibacillus minimalt extracellulært protease, som ellers 
ville nedbryde det sekrerede protein (Horne et al., 2004). 
Grønt Fluorescerende Protein 
Grønt fluorescerende protein (GFP) er et protein, som er i stand til at udsende fluorescerende lys, når det 
eksalteres ved den rette bølgelængde. Det første naturligt forekommende protein af denne slags blev 
fundet i goplen Aequorea victoria i midten af forrige århundrede. I sin naturlige form består proteinet af 
238 aminosyrer svarende til 2,9 kDa og i foldet tilstand en udstrækning på 30 x 40 Å (3 x 4 nm).  GFP er 
foldet i en beta-tønde. Den lysemitterende del (kromoforen) er placeret i centrum af tønden (se Figur 5). 
Kromoforen består af 3 aminosyrer S65 (serin), Y66 (tyrosin), G67 (glycin). GFP har absorbtionsmaksimum 
ved 395 nm og et mindre maksimum ved 475 nm. Ved bestråling med lys i områderne med disse 
bølgelængder udsender GFP lys med bølgelængden 509 nm (grønt lys).  
 
Figur 5: Figuren viser GFP's struktur. Modificeret efter (Day and Davidson, unknown). 
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Kromoforen dannes ved autokatalyse, det vil sige, når beta-tønden er dannet, dannes kromoforen uden 
hjælp af enzymer. Dannelsen af kromoforen kaldes modningen.  Modningen sker ved, at der, efter 
dannelsen af beta-tønden, foregår en rumlig forandring af aminosyrerne i kromforen. Herefter sker der en 
ringdannelse og fraspaltning af vand (se Figur 6). Modningen tager under optimale forhold cirka 35 
minutter. Tilstedeværelse af fri ilt er en forudsætning for modningen, og underskud af ilt vil forsinke 
modningen (Jackson et al., 2006). 
 
  
Figur 6: Figur der viser den autokatalytiske dannelse af GFP. Figur modificeret efter (Day and Davidson, unknown). 
I forhold til at udnytte GFP i forskningsøjemed er det lykkedes ved mutationer at opnå en række 
forbedringer af det naturligt forekommende GFP. Ved at erstatte S65 med T65 (threonin) ændres 
absorbtionsmaksimum fra 395 nm til 488 nm, og der er kun ét maksimum. Emissionsbølgelængden ændres 
ikke, den er fortsat 509 nm (se Figur 7). Derved svarer absorption og emission til det hyppigt anvendte FITC-
filter, som bruges i mange laboratorier. Det er ikke kun GFPs evne til at fluorescere, der gør det så nyttigt. 
Det er i høj grad også det faktum, at GFP kan kobles til andre proteiner og bevare evnen til at fluorescere. 
 
Figur 7: Viser arbsorptions- og emmissionsspekterne for GFP af henholdsvis vildtype (Aequorea victoria) og den S65T-muterede 
variant. Modificeret efter (Day and Davidson, unknown). 
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En anden mutation, F64L (phenylalanin i position 64 erstattes med leucin), har ført til forbedring af 
modningen ved 37oC. GFP med disse mutationer kaldes forstærket GFP (Enhanced GFP (EGFP)). 
Naturligt GFP har en tendens til at danne dimerer især ved høje koncentrationer. Ved hjælp af andre 
mutationer har man opnået en variation af GFP, der har mindre tendens til misfoldning og aggregation end 
naturligt GFP (for detaljer se (Jackson et al., 2006)).  
Promoter 
P2-promoteren i B. choshinensis er en konstitutiv promoter. Det tilhørende gen for P2 er et 
cellevægsprotein (Hexagonal Wall Protein), et vigtigt protein for cellens eksistens. I den vektor, der 
anvendes i dette projekt, bruges P2 som promoter, ikke for cellevægsproteinet, men for den indsatte 
gensekvens: signal-peptid, GFP, AFP og his-tag.  Et signal-peptid er en kort aminosyresekvens, der leder 
proteinet til det sted i cellen, det skal bruges. I dette tilfælde ledes proteinet ud af cellen. Efter at have 
udført sin funktion, ”klippes” peptidet af. His-tagget er en aminosyresekvens på 6 histidiner. Formålet med 
dette er, i oprensningsprocessen, at køre en nikkelkolonne.  
I vektoren er der, mellem P2 og generne, indsat en lac-operator. Lac-operonet er den gensekvens, der 
koder for proteinerne til nedbrydning af laktose. I E. coli vil repressoren ofte være bundet til operatoren og 
promoteren vil være inaktiv. Grunden hertil er at E. coli foretrækker glukose frem for laktose, hvis glukose 
er til stede. Da laktose indgår naturligt i E. colis stofskifte, besidder E. coli hele lac-operonet og er også i 
stand til at producere repressoren.  Ved at undlade at have laktose i mediet vil E. coli ikke udtrykke 
generne, der reguleres af lac-operatoren. Det vil sige ikke de gener, der indgår i laktose nedbrydningen, 
men heller ikke generne på vektoren, da repressoren vil være bundet til operatoren på vektoren. 
Repressoren kan frigøres fra operatoren med stoffet Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG). Tilsættes 
IPTG til vækstmediet, vil E. coli begynde at udtrykke generne, der koder for nedbrydningen af glukose, men 
også generne på vektoren. B. choshinensis er en jordbakterie og indeholder ikke lac-operonet og er ikke i 
stand til at producere repressoren for lac-operonet. Der er altså på intet tidspunkt noget, der blokerer for 
RNA-polymerasen, og generne på vektoren vil derfor blive udtrykt konstitutivt.  
Metode og materialer 
Forsøgsplasmider 
Til projektet er der anvendt tre bakteriestammer, der allerede er blevet transformeret med et fremstillet 
plasmid. Til B. choshinensis SP3 forsøgsstammen er der anvendt pNCMO2 shuttle-vektoren, hvor der i 
multiple cloning site (MCS) er indsat GFP, AFP og et His-tag. I kontrollen for B. choshinensis er der indsat en 
tom pNCMO2 vektor. I E. coli BL21 forsøgsstammen er der anvendt pBE-S shuttle-vektoren, hvor der er 
indsat GFP, AFP og His-tag i MCS. De forskellige plasmider er sekventeret, verificeret og er transformeret 
ind i henholdsvis B. choshinensis og E. coli. For oversigt over genotype, og det indsatte plasmids indhold, se  
Tabel 1. 
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Tabel 1: Oversigt over det genmodificerede plasmids indhold og bakterien, plasmidet er transformeret ind i. Genotypen for B. 
choshinensis er baseret på Takara, der har angivet to essentielle gener, der er nulstillet, og at sporulering ikke sker. Genotypen 
for E. coli er angivet i laboratoriets stammebank. 
Plasmid 
navn 
Bakterie Genotype Plasmid indhold 
HR090 E. coli F- ompT Ion hsdS(index B)(r-index B 
m- index B)gal dcm 
 
pBE-S(Amp), Apre-GFP-Spacer-
AFP-His 
 
HR098 B. choshinensis Spore-, imp-, emp- pNCMO2 (Neo), Sec-GFP-
spacer-AFP-HIS 
 
HR099 B. choshinensis Spore-, imp-, emp- pNCMO2 (Neo) 
pNCMO2 
I dette projekt anvendes B. choshinensis stammer med vektoren pNCMO2, der stammer fra Brevibacillus 
Expression system (Takara Bio Inc.). pNCMO2 shuttle-vektoren er før brugt succesfuldt til at føre gener fra 
E. coli til B. choshinensis (Takara Bio Inc.;(Udaka and Yamagata, 1993)).  
 
Shuttle-vektoren pNCMO2 indeholder en P2 promoter, der i B. choshinensis fungerer som en stærk 
promoter for de gener, som ønskes udtrykt af bakterien. P2 promoteren er konstitutiv i B. choshinensis 
(Adachi et al., 1989), i modsætning til i E. coli, hvor transkriptionen skal induceres ved IPTG (Takara Bio Inc). 
 
Der er udvalgt to forskellige stammer med to forskellige pNCMO2 shuttle-vektorer indsat. Den ene er en 
tom pNCMO2 vektor, der bruges som negativ kontrol. B. choshinensis med den tomme vektor hedder 
HR099 i laboratoriet (se Figur 8.B). I den anden plasmidkonstruktion er der indsat EGFP og et His-tagget 
RmAFP#1 (fra HR093 plasmidet) i MCS (se Figur 8.A ). Begge plasmider er sekventeret og sekvensen er 
fundet i overensstemmelse med den forventede.  
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Figur 8: Oversigt over plasmider brugt i forsøget sammenlignet med shuttle-vektoren pNCMO2. På figuren ses de to plasmider, 
der anvendes i projektet, sammenlignet med pNCMO2 shuttle vektoren. De farvede rubrikker på figur A og B, er de forskellige 
restriktionssites, der findes i multiple cloning site (MCS) på figur C. A) HR098 er plasmidet, der er transformeret ind i B. 
choshinensis SP3. Sec signal står for P2 promoteren, der sørger for, at B. choshinensis secernerer proteinerne indsat i multiple 
cloning site (MCS). CO GFP betegnelsen for det kodonoptimerede EGFP, der er indsat i B. choshinensis. Spacer er et stykke ikke-
funktionelt DNA der er placeret mellem gener. RmAFP#1 er det indsatte AFP, hvoraf His-tagget sidder i forlængelse. rNeo og 
rAmp er betegnelsen for gener, der fører til resistens for henholdsvis neomycin og ampicillin. Dog udtrykkes resistensen for 
neomycin kun i B. choshinensis HR098. B) HR099 er plasmidet, der er transformeret ind i B. choshinensis SP3, som fungerer som 
kontrol. Plasmidet er en tom pNCMO2 shuttle-vektor. C) Illustration af pNCMO2 shuttle vektoren. P2 promoteren er den 
konstitutive promoter for generne i det endelige plasmid. Sec signal peptid er et modficeret secerneringssignalpeptid. Multiple 
cloning site er det område hvori gener indsættes, og x-terminator er en termineringsstruktur 46-bp downstream for MCS. Rep er 
et gen, der er relateret til plasmidreplikation, og stammer fra pUB110. Ori
 
(både + og -) er startsted for plasmidets replikation, 
når det udtrykkes i B. choshinensis, og stammer fra pUB110. Nm
r
 er neomycinresistens, der kun transkriberes af Brevibacillus. 
Amp
r
 er ampicillinresistens og transkriberes kun af E. coli. ColE1 Ori er startsted for plasmidets replikation i E. coli. Figur A og B er 
lavet ved brug af CLC Sequence Viewer, hvor udleverede .gb filer blev indlæst. Derefter er disse blevet modificeret for at gøre 
teksten mere synlig, og sammenhængen mere forståelig. Figur C er en modificeret figur fra producentens egen manual for 
Brevibacillus Expression System (Takara). 
pBE-S 
I projektet er de anvendte E. coli stammer blevet transformeret med et plasmid, lavet ved brug af pBE-S 
shuttle-vektoren fra Takara Bio Inc. (se Figur 9.A). pBE-S er en shuttle-vektor, der både kan anvendes i 
Bacillus subtilis og E. coli, og er anvendt før i forsøg med E. coli BL21 i laboratoriet. 
 
Figur 9: Figuren viser plasmidet HR090, der anvendes i projektets E. coli og shuttle-vektoren pBE-S. A) HR090 er plasmidet, der er 
transformeret ind i E. coli BL21 anvendt i projektet. Plasmidet indeholder GFP+RmAFP#1. AprE er et standard signalpeptid, der 
findes i shuttle-vektoren (pBE-s), der er anvendt. CO GFP er det kodonoptimerede GFP, der er anvendt, og RmAFP#1 er det 
anvendte AFP, hvoraf His-tagget sidder i forlængelse. Alle de farvede brikker er de forskellige restriktionssteder med betegnelse 
for hvilket restriktionsenzym, der kan anvendes. Spacer er et stykke ikke-funktionelt DNA der er placeret mellem gener. B) 
Illustration af pBE-S shuttle vektoren. aprE promoter, er promoteren for det indsatte signalpeptid (SP). Multi cloning site (MCS) 
er stedet, hvor gener kan indsættes ved brug af restriktionsenzymer. pUB ori er startstedet for plasmidets replikation i Bacillus 
subtilis (B. subtilis), hvor ColE1 ori er startstedet for plasmidets replikation i E. coli. Amp
r
 og Kan
r
 er gener for 
antibiotikaresistens, hvor Amp
r
 fører til ampicillinresistens i E. coli og Kan
r
 fører til kanamycinresistens i B. subtilis. Det indsatte 
His-tag gør det muligt at opfange de indsatte gener i MCS med en nikkelkolonne. Figur A er lavet ved brug af CLC sequence 
viewer, hvor den udleverede .gb fil blev indlæst. Derefter er denne blevet modificeret for at gøre teksten mere synlig, og 
sammenhængen mere forståelig. Figur B er en modificeret figur fra producentens manual B. subtilis Secretory Protein Expression 
System (Takara Bio Inc.). 
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I projektets forsøgsbakterier er indsat et eGFP (se Figur 10), som er koblet til RmAFP#1. For 
proteinkompleksets sekvens, og størrelse se Figur 11.
 
Figur 10: sammenligning af EGFP og GFP. De markerede steder i proteinsekvensen er områder med forskelle. Det skal bemærkes 
at F64S der er ændret til L65T i EGFP, er de to afgørende proteiner for om proteinet er et EGFP eller et GFP. 
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Figur 11: Oversigt over GFP-RmAFP#1 proteinkomplekset, som det er indsat i forsøgsbakteriernes plasmid. Sekvensdelen der er 
markeret med en grøn boks er eGFP, det der er markeret med sort er spaceren, det der markeret med blåt er RmAFP#1 og det 
grå stykke i enden der er markeret med gråt, er HisTagget. Lavet ud fra udleverede .gb filer, ved hjælp af CLC Sequence. 
Ud fra Figur 11 er vægten for GFP-RmAFP#1-HIsTag komplekset udregnet til at være 44,4 kDa. 
Mediesammensætning 
Til E. coli kontrolbakterien er der brugt standard LB medie med ampicillin.  
Til Brevibacillus stammen er der brugt et medie, i dette projekt benævnt målmedie, der er testet på Bacillus 
Brevis (tidligere betegnelse for Brevibacillus (Shida et al., 1996)), og er fundet yderst effektivt til denne 
(Wight et al., 1992). I Brevibacillus Expression System guiden er der forslag til medier, der kan bruges til 
Brevibacillus.  Det valgte medie minder meget om de medier, der er foreslået i guiden, og det anføres tillige 
i guiden, at andre medier, end de i guiden foreslåede, kan føre til et højere ekspressionsniveau. For at sikre, 
at LB-mediet ikke ville være et bedre medie, blev B. choshinensis dyrket på agar plader med henholdsvis LB-
medie og målmedie. Vurderet ud fra antallet af kolonier var målmediet det bedste medie.  
I alle tilfælde blev der tilsat ampicillin (100 mg/mL) til medier for E. coli og neomycin (10 mg/mL) til medier 
for B. choshinensis. 
Optimal temperatur 
D’Urzo et al. har undersøgt B. choshinensis’ produktionen af GFP ved forskellige temperaturer. De fandt at 
produktionen ved 25oC og 30oC var nogenlunde lige stor, mens den ved 37oC var en hel del mindre (D'Urzo 
et al., 2013).  
Forsøg af Andreasen et al. har vist, at Bacillus subtilis, som er beslægtet med B. choshinensis har en stor 
produktion af proteiner ved 28oC (Andreasen et al., 2013;Xu and Cote, 2003). Disse forsøg er baggrunden 
for, at forsøgsbakterierne i dette projekt blev dyrket henholdsvis ved 25oC, 28oC og 37oC. 
Dyrkning ved 30oC blev fravalgt, da AFP bliver mere ustabilt, jo højere temperaturen bliver (Kremers et al., 
2011). Det var dog ønskeligt at kunne sammenligne med E. colis produktion, som er størst ved 37oC. 
Antifryseproteinaktivitetsmåling 
Som beskrevet tidligere (se afsnittet Antifryseproteiner) binder AFP sig til iskrystaller, og forhindrer deres 
vækst. I forbindelse med forsøget er denne egenskab brugt til hurtigt at bestemme om, der var AFP til 
stede i prøverne. Dette blev gjort ved at mediet, der skulle testes, blev hurtigt nedkølet, ved -40oC, til hele 
mediet var frosset, og herefter blev det tøet op. Dette gjorde at iskrystaller blev dannet i prøven, og hvis 
der er AFP til stede, vil der ved endnu en nedkøling, afhængigt af AFP koncentrationen, være en lavere grad 
af rekrystallisering. Herefter blev prøven udsat for -6oC i 30 minutter. Ved tilstedeværelsen af AFP ses der 
mindre iskrystaller, end man ville forvente, i rent medie, og de eksisterende iskrystallers vækst går i stå, før 
den halve time er gået. Denne prøve er kun for at afgøre om, der er antifryseproteinaktivitet til stede, da en 
præcis bestemmelse af mængden af AFP, er en mere omstændelig proces. 
De målte prøver, der viste en form for antifryseproteinaktivitet, blev udvalgt til en række fortyndingsforsøg, 
hvor de, efter at blive fortyndet, kommer igennem en antifryseproteinaktivitetsmåling igen. Dette er for at 
kunne estimere hvor høj en produktion af RmAFP#1, der har været, og for at kunne sammenligne prøverne 
bedre. Dette kan gøres, da det er bevist, at RmAFP#1’s aktivitet er maksimal ved koncentrationer på 0,04 
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mg/mL og derover. Ved koncentrationer på 0,02 mg/mL RmAFP#1 ses rekrystallisering i prøven, og ved 0,01 
mg/mL ophører antifryseproteinaktiviteten (Johnsen, 2014). 
Produktion og oprensning af antifryseprotein 
Til oprensningen af proteinet, fra pellet, blev der anvendt en standardmetode, der bruges i laboratoriet ved 
oprensningen af RmAFP#1 fra E. coli. Dog var sonikering, og den efterfølgende centrifugering, overflødig 
ved oprensningen af supernatantprøverne til antifryseproteinaktivitetsmålingsforsøget. 
Oprensning 
Efter supernatanten og pellet adskilles, resuspenderes pellet og denne sonikeres i x antal sekunder, alt efter 
hvilken bakterie det var. Herefter centrifugeres disse ved 20.000 G og supernatanten heraf blev gemt. Alle 
prøver, såvel supernatanter som pellet, blev filtreret gennem filtre med porestørrelse på henholdsvis 0,65 
µm, 0,45 µm og 0,22 µm. Udvalgte supernatantprøver blev dialyseret, mod en 3,5 kDa molecular weight 
cut-off membran, for at se om en dialyse var nødvendig før en eventuel nikkelkolonne (se Tabel 2). 
Tabel 2: Oversigt over prøver udvalgt til dialyse.  
Prøvetal Notering 
1 BCK-28C 
1 BC-28C 
2 BCK-25C 
2 BCK-37C 
3 BCK-37C 
3 BC-25C 
3 BC-28C 
3 BC-37C 
5 BC-25C 
6 BC-25C 
OD-prøver og absorbansmåling 
Svarende til tidspunkterne for prøverne til oprensning blev der taget prøver til OD-måling ved 600 nm, og 
en absorbansmåling ved 488 nm. Til OD-målingerne blev der taget en ekstra prøve til tiden 76 timer. Til OD-
målingerne ved 600 nm blev de rene medier brugt til kontrol. 
Prøverne til absorbansmåling ved 488 nm blev centrifugeret og supernatantens absorbans blev målt, hvor 
der nulstilles efter kontrollerne for hver prøve, ECK for EC og BCK for BC.  
Behandling med Bradford-reagens og OD-måling 
Alle prøver blev behandlet med Bradford-reagens og der blev derefter udført OD-måling på dem. Formålet 
var at estimere den samlede proteinkoncentration i prøven. Prøverne med de højeste 
proteinkoncentrationer blev udvalgt til gel-elektroforese. Målingerne blev også brugt til at udregne hvor 
stort et volumen af hver prøve, der skulle i hver brønd for, at de alle indeholdt 5 µg samlet protein. 
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SDS-PAGE 
Der blev udført en SDS PAGE, hvor der blev brugt 4-12 % Bis-Tris geler (NuPage), på de prøver, det var 
sandsynligt indeholdt mest GFP-AFP koblet protein samt deres kontroller. Gelerne blev først fremkaldt med 
SilverXpress Silver Staining Kit (Novex) og derefter farvet med Coomassie Blue. 
Antifryseproteinaktivitetsmåling 
Ud fra OD-målingerne (efter behandlingen med Bradford-reagens) og gel-elektroforesen blev enkelte 
prøver udvalgt til påvisning af RmAFP#1 ved måling på nanoliter-osmometer. 
Antifryseproteinaktivitetsmålingerne blev optaget på video og videofilerne blev herefter omregnet til 
talværdier ved hjælp af et computerprogram ((Fiji Is Just) ImageJ).  
For at bestemme koncentrationen af AFP i de enkelte prøver blev der, på samme osmometer, kørt en 
række fortyndinger.  
Resultater 
B. choshinensis producerer og secernerer AFP 
Præmissen for dette projekts hypotese er at B. choshinensis kunne udtrykke og secernere RmAFP#1 til 
vækstmediet. Antifryseproteinaktivitet i supernatanten er udtryk for, at RmAFP#1 bliver secerneret. 
Aktivitet i supernatanten var forventet i prøverne for B. choshinensis men ikke for E. coli. En af prøverne for 
B. choshinensis viser klart aktivitet i supernatanten (se Figur 12 og Figur 13). Der sås ikke aktivitet i 
supernatanten i prøverne for E. coli. Dette resultat viser først og fremmest at plasmidet pNCMO2 med 
genet for RmAFP#1 er i stand til at blive udtrykt i B. choshinensis. Det viser også at signalpeptidet fungerer 
som forventet. Antifryseproteinaktiviteten var markant højere i supernatanten end i pellet for samme 
prøve, hvilket viser, at antifryseproteinaktiviteten ikke skyldes henfald af bakterierne med udsivning af 
RmAFP#1, men derimod en aktiv secernering.  
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Figur 12: Her ses billeder fra antifryseproteinmålingen af prøven B. Choshinensis med GFP+AFP (BC) ved 37 grader, der er taget 
efter cirka 30 timer, og dens tilsvarende kontrol B. Choshinensis uden GFP+AFP (BCK). Til tiden, der angives i minutter, 0 ses der 
ingen umiddelbar forskel på prøverne. Til tiden 10, 20 og 30 minutter ses en væsentlig forskel i størrelsen på iskrystallerne, både 
mellem BCK og BC prøverne, og mellem BC prøverne indbyrdes.  
 
Figur 13: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter, hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Der ses en væsentlig forskel 
i krystalstørrelsen imellem BC’s pellet og supernatant for samme prøve. Udover dette er der en væsentlig forskel mellem 
prøverne for BC og BCK. BCK’s pellet er ikke taget med, da der undervejs er sket fejl i noteringen, og der derfor var tvivl om 
prøven. 
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E. coli bakterierne forventedes ikke at secernere RmAFP#1. I overensstemmelse hermed sås ingen 
antifryseproteinaktivitet i supernatanten fra nogen af prøverne for E. coli. Der sås, som forventet, 
antifryseproteinaktivitet i pellet for E. coli i den første prøve. Paradoksalt sås også antifryseproteinaktivitet i 
kontrollen for denne prøve (Figur 14 og Figur 15). 
  
Figur 14: Her ses billeder fra antifryseproteinmålingen af prøven E. coli med GFP+AFP, der er induceret på første dag EC, ved 28 
grader, der er taget efter cirka 3 timer, og dens tilsvarende kontrol E. coli med GFP+AFP, der ikke er induceret (ECK). Til t iden, 
der angives i minutter, 0 ses der ingen umiddelbar forskel på prøverne.  
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Figur 15: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter, hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Pellet sammenlignet med 
supernatanten viser en tydelige forskel på aktiviteten, men EC og ECK’s målinger, specielt for pellet, ligger meget tæt på 
hinanden. 
Optimal temperatur og vækstperiode for proteinekspression  
Af de tre temperaturer, B. choshinensis blev dyrket ved, var det kun ved temperaturen 280C, der med 
sikkerhed kunne påvises antifryseproteinaktivitet. Omkring 280C begynder RmAFP#1 at undergå irreversibel 
denaturering og denatureringen stiger med stigende temperatur. B. choshinensis vokser bedre ved 280C 
end ved 250C. Det er derfor i overensstemmelse med forventningerne, at produktionen var større ved 280C 
end ved 250C. Man kunne måske have forventet endnu større produktion ved 370C, men da denatureringen 
også er større ved denne temperatur, tyder resultaterne på, at denatureringen overstiger produktionen.  
Dette passer med, at produktionen falder, når B. choshinensis er ude af den eksponentielle vækstfase. 
E. coli blev også dyrket ved de samme tre temperaturer. Her blev der kun med sikkerhed påvist 
antifryseproteinaktivitet ved 370C. E. coli dyrkes almindeligvis ved 370C.  
E. coli induceres med IPTG, og produktionen af RmAFP#1 starter kort tid herefter. Den prøve, hvor 
RmAFP#1 blev påvist, blev udtaget efter tre timer. I dette tidsrum er der, selv ved 370C, ikke sket større 
denaturering end at antifryseproteinaktivitet kunne påvises. Dette kan være årsagen til forskellen i 
temperaturoptimum for de to bakterier i forhold til produktion af RmAFP#1. 
Prøven for B. choshinensis, hvor der blev påvist antifryseproteinaktivitet, blev udtaget efter 32 timer. 
Promoteren for RmAFP#1 i B. choshinensis er konstitutiv, og produktionen af RmAFP#1 foregår derfor helt 
fra starten af den eksponentielle vækstfase. Da B. choshinensis secernerer RmAFP#1 til mediet, skal den 
producere en væsentlig større mængde end E. coli for at koncentrationen når op på målelige størrelser. Når 
parametre som produktion, denaturering, koncentration og samlet volumen sammenholdes er B. 
choshinensis i stand til at yde markant mere end E. coli (se Figur 16) 
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Figur 16: Dette diagram er en sammenligning mellem hældningskoefficienterne for B. choshinensis supernatant prøver og E. coli 
pellet prøver. Hældningskoefficienterne over antifryseproteinaktiviteten sammenlignet med deres kontroller. De udvalgte 
hældningskoefficienter er for prøver, hvor målingen har vist en aktivitet. Hældningskoefficienten er et udtryk for graden af 
rekrystallisering, og der ses en væsentlig forskel imellem prøverne, ikke kun indbyrdes for de forskellige dage, men også når BC 
og EC sammenlignes ved de samme prøvenumre. Der er ikke en BC 28 grader P4 supernatant prøve, da der er opstået tvivl om 
prøvens notering, og den er derfor udeladt.  
Naturvidenskabelig bachelor Roskilde universitet Forårssemester 2014 
Molekylærbiologi  4. semester 
 
Side 24 af 72 
 
Mængden af RmAFP#1 
Det er vist at antifryseproteinaktiviteten af RmAFP#1 er maksimal ved koncentrationer på 0,04 mg/mL og 
derover (Johnsen, 2014). Da B. choshinensis supernatantprøven ved 28oC, udtaget efter 32 timer, udviser 
maksimal antifryseproteinaktivitet indeholder denne prøve mindst 0,04 mg/mL GFP-RmAFP#1 (se Figur 17 
og Figur 18). Da denne prøve er dialyseret, og derigennem er blevet fortyndet 1:1 med vand (MilliQ), 
antages det, at den oprindelige koncentration var 0,08 mg/mL. Prøven havde et volumen på cirka 48 mL, 
hvilket betyder, at mængden i prøven højst sandsynligt er over 3,5 mg.  
 
Figur 17: Sammenligning af billeder fra aktivitetsmålinger af B. choshinensis med GFP+AFP (BC) supernatantfortyndinger, for 
prøve 3 28
o
C. Supernatanten for denne prøve blev dialyseret, og i denne proces trængte der MilliQ ind i prøven, svarende til en 
fordobling af volumen. Dette betyder, at supernatanten fra start er fortyndet 1:1 med MilliQ. Herefter er denne fortyndet med 
MM medie, og fortyndingerne i parentes er derfor den rigtige fortyndingsgrad, da det er den allerede fortyndede supernatant 
der er brugt. Aktiviteten falder proportionalt med fortyndingsgraden, dog ser 1:5 fortyndingsprøven ud til ikke at følge dette 
mønster, da det ser ud til al aktivitet er forsvundet. 
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Figur 18: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter, hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Der ses en væsentlig forskel 
i kurvernes hældning, både i forhold til fortyndingerne indbyrdes, men også i forhold til det rene MM medie, der ikke har nogen 
antifryseproteinaktivitet. 
Det er også vist, at antifryseproteinaktiviteten begynder at aftage ved koncentrationer på 0,02 mg/mL GFP- 
RmAFP#1(Johnsen, 2014). Derfor antages det, at E. coli pelletprøven ved 37oC, udtaget efter tre timer, 
indeholder under 0,02 mg/mL (se Figur 19 og Figur 20). Da pellet endte ud med et volumen på cirka 1,5 mL 
efter resuspension, har der været omkring 0,03 mg i prøven. Denne prøve blev ikke dialyseret, så pellet er 
ikke blevet fortyndet utilsigtet.  
Selvom disse tal er approksimeringer, kan det konkluderes, at B. choshinensis yder en markant højere 
mængde RmAFP#1 end E. coli. Dog lever udbyttet ikke op til producentens angivelser for maksimal 
produktionsmængde, hvilket ville svare til en koncentration i mediet på 2,95 g/L GFP+AFP. 
Naturvidenskabelig bachelor Roskilde universitet Forårssemester 2014 
Molekylærbiologi  4. semester 
 
Side 26 af 72 
 
 
Figur 19: Sammenligning af billeder fra aktivitetsmålinger af E. coli med GFP+AFP der er induceret første dag (EC) pellet 
fortyndinger, for prøve 1 37
o
C. Pellet er først fortyndet 1:1 med MilliQ, for at det svarede til den dialyserede supernatant for BC. 
Herefter er denne fortyndet med MM medie, og fortyndingerne i parentes er derfor den rigtige fortyndingsgrad, da det er den 
allerede fortyndede pellet der er brugt. Der er tydelig forskel på fortyndingsprøverne, hvor 1:1 fortyndingen har en lav, hvis ikke 
ingen, aktivitet. Der ses dog lidt aktivitet i de efterfølgende prøver, hvilket kan være grundet forskellige osmolalitet.  
 
Figur 20: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter, hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer).  Grafen stemmer godt 
overens med billederne fra prøven, hvor 1:1 prøven ser ud til ingen aktivitet at have, og de efterfølgende fortyndinger har en 
smule aktivitet. 
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Til bestemmelse af mængden af RmAFP#1 blev der lavet en fortyndingsrække på de prøver, der havde vist 
aktivitet af RmAFP#1. Resultatet heraf viser, at vækstmediet for B. choshinensis dyrket ved 280C, i 32 timer, 
stadig viste antifryseproteinaktivitet, om end den var lav, ved en fortyndingsgrad på 1:30 (se Figur 17 og 
Figur 18). Antifryseproteinaktiviteten var mindre end ved fortyndingen 1:1. Der blev ikke foretaget 
fortyndinger udover 1:30. I prøven for E. coli var antifryseproteinaktiviteten, nogenlunde på samme niveau 
som B. choshinensis, ved en fortynding på 1:30. For E. coli var der tale om en resuspenderet pelletprøve, 
hvilket har en samlet volumen på 1,5 mL (se Figur 19 og Figur 20).  
Som et relativt mål for de to bakteriers ydeevne, viser projektet at B. choshinensis kan producere over 16 
gange så meget RmAFP#1 som E. coli. Dette tal nås, ved at holde 1,5 mL op imod det oprindelige volumen, 
for prøven af B. choshinensis, som var 25 mL. Dette kan gøres da begge prøver ved fortynding på 1:30 viser 
antifryseproteinaktivitet på samme niveau. Dermed er koncentrationen i de prøver, og dermed også i de to 
oprindelige prøver, på samme niveau.  
Ud fra fortyndingerne af B. choshinensis pelletprøver, udtaget efter 32 timer ved 28oC, ses det at B. 
choshinensis supernatantprøvens antifryseproteinsaktivitet er markant højere ved alle fortyndingsgrader 
(se Figur 17 og Figur 21). Da der er rekrystallisering til stede i den ufortyndede pelletprøve, hvilket først ses 
når koncentrationen i en prøve svarer til 0,02 mg/mL eller derunder (Johnsen, 2014), og det tidligere er 
konstateret at supernatanten, svarende til denne pellet, indeholder 0,08 mg/mL, indeholder supernatanten 
4 gange så meget GFP-RmAFP#1 som pellet og potentielt set mere. 
 
Figur 21: Sammenligning af billeder fra aktivitetsmålinger af B. choshinensis med GFP+AFP (BC) pellet fortyndinger, for prøve 3 
28
o
C. Pellet er først fortyndet 1:1 med MilliQ, for at det svarede til den dialyserede supernatant for BC. Herefter er denne 
fortyndet med MM medie, og fortyndingerne i parentes er derfor den rigtige fortyndingsgrad, da det er den allerede fortyndede 
pellet der er brugt. Der ses en lille mængde små krystaller i 1:1 fortyndingen, både sammenlignet med MM medie og med de 
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andre fortyndinger. Herefter er der en stigende krystalstørrelse, hvor fortynding 1:10 har størst rekrystallisering. 1:15 
fortyndingen ser ud til at have en lavere rekrystallisering end 1:10. 
 
Figur 22: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter, hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer).  Grafen stemmer godt 
overens med billederne fra prøven, hvor 1:1 prøven ser ud til ingen aktivitet at have, og den efterfølgende fortyndinger har en 
smule aktivitet. Aktiviteten ser ud til at ophøre ved fortyndinger over 1:10.  
Påvisning af GFP ved absorbansmåling 
Det blev undersøgt, om det var muligt at bruge et spektrofotometer til at måle absorbans ved 488 nm, som 
et mål for koncentrationen af GFP-RmAFP#1 komplekset i supernatanten for E. coli og B. choshinensis ved 
de tre temperaturer (se OD-prøver og absorbansmåling, i metode). Målingerne tyder på, at denne metode 
kan anvendes ved visse temperaturer (se Absorbansmåling af GFP i diskussionen), da absorbansmålingerne 
ved 28oC viser en klar form for tidsmæssig udvikling, der stemmer overens med 
antifryseproteinaktivitetsmålinger, for B. choshinensis supernatantprøverne ved 28oC (se fFigur 23 og Figur 
12). Dog udviser absorbansmålingerne for supernatantprøverne ved 25oC og 37oC ikke den samme form for 
udvikling. Det er ikke forventet at E. colis supernatant, ved de tre temperaturer, vil udvise en form for 
tidsmæssig sammenhæng, som B. choshinensis, og en sådan sammenhæng ses heller ikke (se fFigur 23). 
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Figur 23: Sammenligning af absorbansmålinger ved 488 nm for supernatantprøver for de to forsøgsbakterier med GFP+AFP, B. 
choshinensis og E. coli. Det ses at absorbansmålingerne i figur A og C ikke viser nogen tydelig sammenhæng mellem tiden, 
kulturen har stået, og mængden af GFP i mediet. Det er forventet for E. coli, men ikke for B. choshinensis. Dog ses der en form 
for sammenhæng for B. choshinensis ved 28
o
C. 
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Indledende resultater 
Der blev udført nogle indledende forsøg, i forbindelse med projektet. Disse er brugt til at udvælge prøver til 
aktivitetsmålinger, og til understøttelse af de tidligere nævnte resultater. For at få en kort oversigt over 
indholdet i de forskellige kulturer, der er grundlaget for prøverne, og hvornår prøver er udtaget se Tabel 3 
og Tabel 4. 
Tabel 3: Oversigt over forsøgsopstillingen. I første kolonne vises vækstmedie, i anden kolonne vises bakterie med gener, i tredje 
kolonne vises dyrkningtemperatur og i fjerde kolonne vises betegnelsen for den pågældende prøve. 
Medie Bakterie Dyrkningstemperatur  Betegnelse i projektet 
LB E. coli med GFP+AFP 25oC EC-25C 
LB E. coli med GFP+AFP 28oC EC-28C 
LB E. coli med GFP+AFP 37oC EC-37C 
LB E. coli med GFP+AFP 25oC ECK-25C 
LB E. coli med GFP+AFP 28oC ECK-28C 
LB E. coli med GFP+AFP 37oC ECK-37C 
MM B. choshinensis med 
GFP+AFP 
25oC BC-25C 
MM B. choshinensis med 
GFP+AFP 
28oC BC-28C 
MM B. choshinensis med 
GFP+AFP 
37oC BC-37C 
MM B. choshinensis uden 
GFP+AFP 
25oC BCK-25C 
MM B. choshinensis uden 
GFP+AFP 
28oC BC-K28C 
MM B. choshinensis uden 
GFP+AFP 
37oC BCK-37C 
Der blev lavet 250 mL overnatskulturer (ON) af E. coli med GFP+AFP, B. choshinensis med GFP+AFP og uden 
GFP + AFP, ved at overføre en del af en renstrøgen koloni fra 1571, 1572 og 1573 stammerne (se Bilag 2: 
Protokoller - Kryopræservering). Disse ON stod natten over ved 120-130 rpm ved 37oC. Den efterfølgende 
dag blev ON delt op i tre kolber med 62,5 mL i hver. De opdelte ON blev spædet op med 187,5 mL medie, 
og sat i vandbad ved forskellige temperaturer, E. coli, der skulle induceres, blev stillet i køleskabet 30 
minutter til kuldechok, og herefter 30 minutter i vandbad inden IPTG inducering.  
Tabel 4: Tider for prøveudtagelse. Tiderne er approksimerede.  
Prøvenummer Tid 
0 Blev taget for alle stammer, lige efter E. coli (EC) 
induceres. 
1 3 timer efter 0 prøve 
2 26 timer efter 0 prøve 
3 32 timer efter 0 prøve 
4 48 timer efter 0 prøve 
5 55 timer efter 0 prøve 
6 71 timer efter 0 prøve 
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Samtidig med absorbansmålingerne blev der lavet en OD600 på alle prøverne. Det ses, at B. choshinensis har 
optimal vækst ved 28oC efter det første døgn (se Figur 24). Det forventedes herved, at det var i disse 
prøver, den største proteinmængde ville være. E. colis OD-målinger stemmer ikke overens med 
forventningen, da den viste en smule højere OD ved 28oC end 37oC (se Metode i diskussionen). 
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Figur 24: OD600 for B. choshinensis kontrol og forsøgsbakterie, samt E. coli kontrol og forsøgsbakerie. For alle gælder det at der 
er fokuseret på de første 30 timer, da disse er de mest interessante. A) Resultatet for OD600 målingerne af B. choshinensis og 
dens kontrol. B) Resultatet af OD600 målinger for E. coli og kontrol. C) Sammenligning af de to forsøgsbakterier, B. choshinensis 
og E. coli. For umodificerede grafer se Figur 29, Figur 30 og Figur 31 i Bilag 1: Figurer. 
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Alle prøver blev analyseret ved en Bradford assay for at kunne nedbringe antallet af prøver, der skulle 
analyseres nærmere (for resultat se Tabel 5). Tabellen giver et overblik over den samlede 
proteinkoncentration i de udvalgte prøver (for oversigt over alle prøver se Figur 32, Figur 33, Figur 34 og 
Figur 35 i Bilag 1: Figurer).  
Tabel 5: Tabel over de koncentrationen af de udvalgte prøver, og det samlede volumen der senere tilsættes brøndene på den 
udførte Bis-Tris gel. 
Prøvetal og navn Samlede 
proteinkoncentration 
(μg/2μL) 
Volumen tilsat gelbrønde (μL) 
P2 BC supernatant 37oC 1,83 15,04 
P2 BCK supernatant 37oC -0,19 15,04 
P3 BC supernatant 28oC 2,81 7,12 
P3 BCK supernatant 280C 0,2 7,12 
P3 BC supernatant 37oC 2,74 7,30 
P3 BCK supernatant 370C -0,07 7,30 
P4 BC supernatant 25oC 2,38 8,40 
P4 BCK supernatant 25oC -0,28 8,40 
P4 BC supernatant 28oC 2,48 8,06 
P4 BC supernatant 28oC 0,42 8,06 
P6 BC supernatant 28oC 0,92 18,69 
P6 BCK supernatant 28oC 0,42 18,69 
P1 EC pellet 25oC 2,36 8,47 
P1 ECK pellet 25oC 0,81 8,47 
P1 EC pellet 28oC 2,28 8,77 
P1 ECK pellet 28oC 2,05 8,77 
P1 EC pellet 37oC 1,68 11,90 
P1 ECK pellet 37oC 1,4 11,90 
P2 EC pellet 28oC 2,13 6,35 
P2 ECK pellet 28oC 3,15 6,35 
Den efterfølgende Bis-Tris gel blev kørt på i alt 10 prøver, mediet de forskellige bakterier blev groet i, og der 
blev brugt ét bånd på en Mark12 markør (se Figur 25 og Figur 27).  
Gelerne, der blev kørt på baggrund af Bradford assay, viste bånd i nogle af prøvernes spor, som ikke 
tilsvarende fandtes i sporene for kontrollerne. Disse er markeret på de to udførte geler med tilsvarende 
afstand til den nederste kant på gelen på Figur 25 og Figur 27. Ud fra afstandsmålingen, både for den 
anvendte trappemarkør, og de interessante bånd, blev den samlede kDa for båndet udregnet, ved brug af 
en standardkurve (se Figur 26 og Figur 28). Den endelige kDa for hvert bånd ses i Tabel 6 og Tabel 7. Til 
trods for at disse bånd fandtes i sporene for prøverne, hvor GFP-RmAFP#1 burde have været, og ikke i 
kontrollerne, stemte den udregnede kDa, ikke overens med den præcise vægt for komplekset i kDa (se Gel 
analyse afsnittet i Diskussion ). 
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Figur 25: Gel 1 markeret og målt op. Gelen her er blevet målt op ved hjælp af vinkelmåler og lineal, tallene i blå på billedet er 
opmålte centimeter. 
Ud fra denne gel blev der lavet en standard kurve (se Figur 26 Fejl! Henvisningskilde ikke fundet.) og de 
approksimale kDa for de markerede bånd blev udregnet ved at bruge standardkurvens ligning. For endelig 
udregnede kDa se Tabel 6 
 
Figur 26: Standardkurve for Mark12 standardmarkør trappen på Gel 1. Standardkurven er lavet ud ved at tage logaritmen til de 
opgivne kDa, fra producenten, over centimeter målt fra et fikseret område på gelen (i den mørke del) op til båndet. 
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Tabel 6: Udregnede kDa for bånd fundet i B. choshinensis med GFP+AFP (BC) der ikke også er fundet i kontrollen, B. choshinensis 
uden GFP+AFP (BCK). kDa er udregnet ved at opløfte 10 i ligningen for standardkurven, hvor x er den målte centimeter for 
båndet kDa skal udregnes for. 
Prøvenavn 
(båndplacering) 
kDa udregnet 
(10^(0,1485*x+0,5265)) 
R kvadrat 
omregning 
(+) 
R kvadrat omregning (-) 
P2 BC sup 28 grader 55,49 57,08 54,52 
P2 BC sup 28 grader 
(laveste) 
22,81 23,46 21,84 
P3 BC sup 28 grader 
(laveste) 
22,81 23,46 21,84 
P3 BC sup 28 grader 
(mellemste) 
28,98 29,81 28,01 
P3 BC sup 28 grader 
(højeste) 
104,5 107,4 103,5 
P4 BC sup 25 grader 57,42 59,06 56,45 
P4 BC sup 28 grader 
(højeste) 
55,49 57,08 54,52 
P4 BC sup 28 grader 
(mellemste) 
28,98 29,81 28,01 
P4 BC sup 28 grader 
(laveste) 
22,81 23,46 21,84 
 
Figur 27: Billede af Gel 2. De indrammede bånd er de interessante bånd der er lavet kDa udregninger på. 
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Ud fra denne gel blev der lavet en standard kurve (se Figur 28) og de approksimale kDa for de markerede 
bånd blev udregnet ved at bruge standardkurvens ligning. For endelig udregnede kDa se Tabel 7. 
 
Figur 28: Standardkurve for Mark12 standardmarkør trappen på Gel 2. Standardkurven er lavet ud ved at tage log til de opgivne 
kDa, fra producenten, over centimeter målt fra et fikseret område på gelen (i den mørke del) op til båndet. 
Tabel 7: Udregnede kDa for bånd fundet i B. choshinensis med GFP+AFP (BC) der ikke også er fundet i kontrollen, B. choshinensis 
uden GFP+AFP (BCK), samt bånd fundet i E. coli med GFP+AFP der er induceret det første døgn, der ikke også er fundet i 
kontrollen E. coli med GFP+AFP, der ikke er induceret første døgn. kDa er udregnet ved at opløfte 10 i ligningen for 
standardkurven, hvor x er den målte centimeter for båndet kDa skal udregnes for. 
Prøvenavn 
(placering af 
bånd) 
kDa udregnet 
(10^(0,1479*x+0,5167)) 
R kvadrat omregning (+) R kvadrat omregning (-) 
P2 EC pellet 28 
grader (højeste) 
41,55 42,60 40,57 
P2 EC pellet 28 
grader (laveste) 
26,69 27,36 25,71 
P1 EC pellet 37 
grader 
15,48 15,87 14,50 
P1 EC pellet 25 
grader 
15,21 15,60 14,24 
P6 BC sup 28 
grader 
19,64 20,14 18,67 
P6 BC sup 28 
grader (højeste) 
31,11 31,89 30,13 
Disse indledende resultater har alle været med til, at produktionen kunne verificeres, men for at være sikre 
blev der lavet aktivitetsmålinger på de prøver, der ikke kun har haft en anderledes proteinmængde end 
deres kontrol, men også har haft nogle bånd på gelen, der ikke findes i kontrollen.   
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Diskussion 
Stammerne 
I dette projekt antages det at E. coli er en mindre velegnet bakterie til produktion af RmAFP#1, i store træk 
på grund af dens tilbageholdelse af proteinet i cellen, der gør udvindingen af proteinet besværlig. En anden 
del af dette problem er, at E. coli har begrænset plads til proteinet inde i cellen, der derfor sætter en øvre 
grænse for bakteriens produktion. Derudover har E. coli proteaser, der nedbryder proteiner i cellen, som 
den herefter kan anvende som næring. Den valgte stamme HR090, anvender E. coli BL21, der er en muteret 
E. coli. Heri er, blandt andet, proteasen Ion fjernet. Ion er en intracellulær protease, der degraderer 
proteiner. Dette betyder, at BL21 er bedre egnet til intracellulær proteindyrkning end for eksempel wtE. 
coli. Det er dog ikke muligt at fjerne alle de naturlige proteaser fra E. coli stammen, ifølge producenten 
Biomol, og dette er et problem (Biomol, ukendt)(Biomol, ukendt)(Biomol, ukendt)(Biomol). Det er derfor 
fuldt ud forventeligt, at indholdet af protein i cellen vil dale over tid, selvom den føromtalte Ion protease er 
fjernet. B. choshinensis SP3, som anvendes til HR098 stammen, har derimod fået fjernet en stor del af dens 
naturlige proteaser, og den samlede intracellulære proteaseaktivitet er bragt ned på 1/8 del. Dette er i 
forhold til den ikke-muterede stamme (HPD31), der er anvendt til at lave SP3. Herudover er B. choshinensis 
SP3’s ekstracellulære proteaseaktivitet også reduceret, med mindst 9/10, afhængigt af hvilken protease der 
er tale om, i forhold til HPD31. Dette gør B. choshinensis stammen meget anvendelig til både intra- og 
ekstracellulær produktion.  
Det er dog nemmere at styre produktionen af RmAFP#1 i HR090, da dens proteinproduktion er kontrolleret 
af en lac-operator. Dette betyder at det er muligt at kontrollere proteinekspressionen, ved at inducere E. 
coli med IPTG. Dette er klart en fordel, da det er muligt at dyrke stammen til der nås optimal celletæthed, 
og herefter inducere cellerne for at starte ekspressionen. Dette er ikke muligt i B. choshinensis, da dennes 
ekspression af RmAFP#1 komplekset er konstitutiv (Hanagata and Nishijyo, 2004). Men siden den 
ekstracellulære proteaseaktivitet er lav, eller ligefrem ikke-eksisterende, er der ikke store tab forbundet 
med at have et protein ude i mediet. Dette vil dog have en betydning for mediesammensætningen, der i 
høj grad skal tage højde for eventuelle pH- og/eller temperatur minimum og maksimum for det valgte 
protein.   
Metode 
Der blev udført en OD600, i forbindelse med forsøget. Denne viste klart, at B. choshinensis har optimal vækst 
ved 28oC. Dette er selvom den havde en højere OD600 ved 37
oC den første dag, da der herefter konsekvent 
var en højere OD600 ved 28
oC (se Figur 24). Resultatet betyder, at det er muligt at få en høj celletæthed, og 
derved bakterievækst, ved temperaturer der er mere favorable for RmAFP#1.  
Ud over dette viste OD600 for E. coli, mod al forventning, at den havde en højere OD600 ved 28
oC på den 
første dag, end på 37oC, efter stammen blev IPTG induceret (se Figur 24). Denne forskel varer ikke ved helt 
til slut, hvilket kan være et udtryk for at E. coli ved 37oC bruger mere energi på at udtrykke det indsatte 
protein, eller at proteinet på anden måde ikke er favorabelt. Derudover viste målingerne ikke den store 
forskel i OD600 for de to bakterier på de tidspunkter, hvor der blev udtaget prøver til 
antifryseproteinaktivitetsmåling Dog lå B. choshinensis en smule højere.  
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I forbindelse med projektet blev der udført en Bradford assay på de forskellige prøver for at bestemme 
hvor stor en proteinkoncentration, der var i prøverne. Dette blev brugt til at nedbringe antallet af prøver til 
antifryseproteinaktivitetsmålingerne, fra 152 prøver, til et lavere og mere håndterbart tal. Derfor blev 
kontrollerne og prøverne med RmAFP#1 sammenlignet, både supernatant og pellet prøver, og derudfra var 
det muligt at estimere i hvilke prøver, der sandsynligvis var den højeste mængde RmAFP#1.Til dette formål 
fungerede Bradford assay i det store hele godt, selvom visse E. coli kontroller så ud til at indeholde en 
større mængde protein end E. coli med RmAFP#1. Dette kan være et udtryk for, at E. coli med RmAFP#1 
udsættes for en større belastning, når den skal udtrykke proteinerne efter IPTG inducering. Det kan også 
være et udtryk for leaky ekspression i kontrollen for E. coli, hvilket burde give antifryseproteinaktivitet i 
nogle af kontrolprøverne i antifryseproteinaktivitetsmålingerne. B. choshinensis så også ud til, at holde flere 
af dens naturlige proteiner tilbage, hvilket ses på den meget ligeligt fordelte proteinmængde i pellet, 
mellem kontrollen og B. choshinensis med RmAFP#1. Den højere proteinmængde i kontrollen for B. 
choshinensis kan ikke begrundes med leaky ekspression, da denne ikke indeholder andet end en tom 
pNCMO2 vektor, og ikke indeholder en operator, som E. coli.  
Bradford assay er ikke optimal, da den giver den samlede mængde proteiner i en prøve, og ikke mængden 
af et bestemt protein. Dette betyder, at der godt kan være en høj mængde RmAFP#1 i én prøve, men en 
proteinkoncentration, der samlet set er lavere, sammenlignet med andre prøver. Derudover kunne det 
betyde at båndene der lå i området, hvor RmAFP#1 burde ligge, ikke var særlig klare, grundet 
proteinmængde i selve brønden, indeholdt en høj mængde samlet protein, men en meget lav mængde 
RmAFP#1. Dog gav det endelige resultat en gel, der kunne anvendes, og størstedelen af båndene kunne 
forstærkes via computeren.  
Gel analyse 
På de udførte geler blev der fundet bånd i forsøgsbakterierne, der ikke var i deres kontroller, og disse blev 
omregnet til kDa. Der blev ikke fundet et bånd i nogen som helst af prøverne der var præcis 44,4 kDa.  
For den første gel, hvilken udelukkende bestod af supernatantprøver for B. choshinensis med 
GFP+RmAFP#1 komplekset, blev der fundet bånd mellem 55 og 58 kDa, bånd mellem 22 og 28 kDa og ét 
bånd på omkring 104 kDa (se Figur 25). Da en SDS-PAGE afhænger af, at de ladede proteiner er udfoldede 
og lige, kan visse proteiner godt skabe problemer. Hvis proteinerne efter varmedenatureringen med 
loading buffer folder sig igen, kan dette resultere i en højere eller, i sjældne tilfælde, lavere kDa end 
forventet. Derudover vejer GFP 26,75 kDa hvilket betyder, at hvis GFP+RmAFP#1 komplekset i nogle 
tilfælde har koblet sig fra hinanden, vil der være bånd omkring 26 kDa. På den anden gel sås der ét bånd 
omkring 40 kDa, ét på omkring 26 kDa, tre bånd på mellem 15 og 19 kDa, og ét på cirka 31 kDa. De to bånd, 
der lå på omkring 40 og 26 kDa i den samme prøve (E. coli prøve 2, pellet), kunne godt være RmAFP#1-GFP 
komplekset og et fraspaltet GFP. De meget lave bånd, på omkring 15 kDa, kan godt være RmAFP#1, da 
denne har en vægt på cirka 16 kDa, når der er koblet et His-tag på. Dette betyder, at den første gel ikke kan 
give noget endeligt svar på, om der er GFP+RmAFP#1 i prøverne. Dog kan den anden gel tyde på, at der 
godt kunne være RmAFP#1+GFP til stede, og at GFP+RmAFP#1 komplekset ikke altid forbliver sammen. 
Denne udregningsmetode er langt mere fejlbehæftet, når den bruges på prøver, der ikke er oprensede. Det 
er muligt, at naturlige proteiner fra bakterien selv ligger sig i områder, hvor der er et GFP+RmAFP#1 bånd 
og derved gør, at B. choshinensis prøverne, eller E. coli prøverne, ikke er forskellige fra deres kontrol. Selve 
opmålingen er samtidig usikker, da selv én millimeter gør en stor forskel. Desuden skal det nævnes, at der 
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kan være problemer med tilbagefoldning af proteiner. Det kan tænkes, at det kemikalie, der skal forhindre 
tilbagefoldning, (DTT i dette tilfælde), ikke fungerer på en lille del af proteinet. Dette kan resultere i en 
tilbagefoldning af proteinet, som ændrer placeringen af båndet. Gelerne er derfor ikke brugt som en 
endelig bekræftelse af GFP+RmAFP#1 kompleksets tilstedeværelse i pellet og supernatant, men mere til at 
vise om der er forskel mellem de to prøver, da tallene ikke er nøjagtige nok til at drage en konklusion. 
Absorbansmåling af GFP 
Der blev udført en absorbansmåling ved 488 nm, på supernatanten fra centrifugerede bakterieprøver for at 
vurdere om det var muligt at detektere GFP hjælp af absorbansmålinger. Absorbansmålingerne for B. 
choshinensis supernatantprøverne ved 28oC passer pænt overens med antifryseproteinaktivitetsmålingerne 
for RmAFP#1, hvilket betyder at for disse prøver kan absorbansmålingerne, højst sandsynligt, anvendes (se 
Figur 23). E. coli supernatantprøverne viser ingen form for sammenhæng med hinanden uanset 
temperaturen. Dog ses der en sammenhæng med aktivitetsmålingerne, undtaget visse yderliggende 
punkter (se Figur 14 i resultater, samt Figur 38 og Figur 42 i bilag).  
For B. choshinensis supernatantprøverne ved 25oC og 37oC ses ingen direkte sammenhæng, hverken med 
antifryseproteinaktivitetsmålingerne eller med supernatantprøverne ved 28oC. Det er vist at GFP 
stabiliserer RmAFP#1 så det kunne tænkes at de to proteiner, har en gensidig stabiliserende virkning. Hvis 
dette er tilfældet vil RmAFP#1’s irreversible denaturering ved temperaturer over 28oC, ændre GFP’s 
stabilitet. Denne ændring kan føre til at GFP er nødt til at renaturere, før det igen er fluorescerende, eller at 
den tabte stabilitet gør dens fluorescens lav nok til, at den ikke kan detekteres ved en absorbansmåling. 
Dette ville forklare hvorfor, at målingen ikke fungerer ved 37oC. 
Det kan også tænkes, at B. choshinensis ikke udtrykker GFP-RmAFP#1 optimalt ved 25oC, hvilket vil føre til 
en lav koncentration i disse prøver, der gør det besværligt at detektere GFP ved absorbansmålinger. Hvis 
dette er tilfældet, vil alle koncentrationer af GFP, under en vis grænseværdi, ikke kunne detekteres ved 
absorbansmålinger.   
Antifryseproteinaktivitetsmåling 
Antifryseproteinaktiviteten af RmAFP#1 er vurderet ud fra de videoer, der er optaget fra nanoliter-
osmometeret. En vurdering af, om krystallerne er større eller mindre end andre, og om der er flere eller 
færre store og små krystaller, er selv sagt subjektivt. For at få en mere objektiv vurdering er billederne 
behandlet med et computerprogram ((Fiji Is Just) ImageJ), der udregner gennemsnitsstørrelsen af 
iskrystallerne til et hvert givent tidspunkt. Disse data kan derefter bruges til at lave diagrammer, med den 
gennemsnitlige størrelse over tid. En sådan udregning er imidlertid også behæftet med en vis usikkerhed. 
Programmet registrerer gråtonevariationen, men den enkelte krystal kan have lysere eller mørkere 
områder. Sådanne variationer kan være nemme at se med det menneskelige øje, men svært for et program 
at ”se” som én og ikke to eller flere krystaller. Programmet vægter, så vidt vides, ikke de små krystaller 
mere end de store. Eksempelvis vil én stor og mange små krystaller være udtryk for 
antifryseproteinaktivitet, mens mange krystaller af mellemstørrelse, men få små (og få store) vil give den 
samme gennemsnitsstørrelse, men ikke lige så klart kunne tolkes som antifryseproteinaktivitet. Da det 
visuelle indtryk fra billederne og antifryseproteinaktiviteten, vurderet ved hældningskoefficienten på 
graferne, stemmer rimeligt overens, anses programmet dog for at være tilstrækkeligt pålideligt. 
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B. choshinensis producerer og secernerer AFP 
Plasmidet pNCMO2, med de indsatte gener for signalpeptid, GFP, RmAFP#1 og His-tag, har ikke tidligere 
været undersøgt i B. choshinensis. B. choshinensis har været brugt af andre til at producere heterogene 
proteiner (D'Urzo et al., 2013).  Det var derfor ikke overraskende, at B. choshinensis i dette projekt viste sig, 
at være i stand til at både udtrykke og secernere RmAFP#1 til vækstmediet.  
Med hensyn til den mængde RmAFP#1 B. choshinensis kunne producere, var der, af ovenstående grund, 
ikke noget sammenligningsgrundlag i forhold til andres undersøgelser.  Der er i dette projekt foretaget en 
sammenligning med E. coli. I denne sammenligning fandtes, at B. choshinensis kunne producere cirka 16 
gange mere end E. coli. Estimatet er behæftet med en vis usikkerhed (se afsnittet Mængden af RmAFP#1 i 
Resultater), men har ikke kunnet sammenlignes med andres resultater.  
I forhold til temperaturer og tidsintervaller kan resultatet fra dette projekt sammenlignes med D’Urzo et al. 
De fandt, at B. choshinensis secernerer betydeligt mere GFP ved 250C og 300C end ved 370C. De viste også, 
at produktionen og secerneringen stiger kraftigt frem til 40 timer, hvilket er i overensstemmelse med, hvad 
der er vist i dette projekt.  En forskel mellem D’Urzo et al’s og dette projekts forsøg er, at de måler på GFP, 
som er koblet til et his-tag, men ikke til andre proteiner, hvilket kan være mere stabilt, end komplekset med 
RmAFP#1 (D'Urzo et al., 2013). Dette kan være forklaringen på, at de opnår en stigende produktion udover 
40 timer (helt op til 72 timer), mens dette projekt viste maksimum ved 32 timer.  
I forbindelse med disse resultater skal det bemærkes, at antifryseproteinaktiviteten er afhængig af 
opløsningens osmolalitet (Sorensen et al., 2006). Dette resulterer i, at nogle af resultaterne fra 
antifryseproteinaktivitetsmålingerne, både de ufortyndede og fortyndede, afviger fra tendensen når disse 
sammenlignes med andre. Da B. choshinensis supernatantprøven, udtaget efter 32 timer ved 28oC, 
utilsigtet blev fortyndet omkring 1:1 med vand (MilliQ) under dialysen, blev den tilsvarende pellet for B. 
choshinensis supernatantprøven, samt E. coli pelletprøven, udtaget efter tre timer ved 37oC, fortyndet 1:1 
med vand (MilliQ). De fortyndede prøver blev herefter alle sammen fortyndet med medie (MM-medie), og 
dette gjorde sammenligningsgrundlaget, i forhold til de forskellige prøvers osmolalitet, betydeligt bedre. 
Dog har der været uoverensstemmelser mellem de forskellige prøver, og dette kan være en konsekvens af 
den første 1:1 fortynding med vand (MilliQ). Man kan omgå prøvers forskellige osmolalitet ved at oprense 
RmAFP#1 på en nikkelkolonne, og derefter opløse RmAFP#1 i opløsninger med samme osmolalitet. 
Derudover kunne en oprensning ved brug af nikkelkolonne give den præcise mængde RmAFP#1 i prøverne. 
Herefter kunne renheden af den endelige mængde protein, oprenset fra bakterierne, være blevet målt ved 
hjælp antifryseproteinaktivitetsmåling, eller ved at udføre en gel. 
Konklusion 
Projektets formål var at undersøge hypotesen: Hvis Brevibacillus choshinensis SP3, med pNCMO2 shuttle-
vektoren med indsat signalpeptid-GFP-RmAFP#1-HisTag, producerer og secernerer RmAFP#1 komplekset, 
så vil den være en bedre egnet til at producere RmAFP#1, end den allerede anvendte Escherichia coli BL21, 
med pBE-S shuttle-vektoren med indsat signalpeptid-GFP-RmAFP#1-HisTag. 
Ud fra de præsenterede og diskuterede resultater bekræftes hypotesens præmis, da B. choshinensis SP3 
med en pNCMO2 vektor indeholdende generne for GFP+RmAFP#1 producerer og secernerer RmAFP#1.  
Der er samtidig evidens for at B. choshinensis SP3 med pNCMO2 vektoren ender ud med en højere 
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antifryseproteinaktivitet i supernatanten end i pellet for E. coli med p-BES vektoren indeholdende generne 
for GFP+RmAFP#1. E. colis pelletprøve er udtaget efter 3 timers IPTG induktion ved 37oC, i LB-medie, og B. 
choshinensis supernatantprøve er udtaget efter 32 timers ved 28oC i MM-medie (se afsnittet Mængden af 
RmAFP#1 i Resultater). Dette understøtter hypotesens konsekvens om at B. choshinensis ville være mere 
egnet end E. coli til produktionen af RmAFP#1.  
Ud fra resultaterne er det udregnet, at B. choshinensis supernatantprøven, der blev udtaget efter 32 timer 
ved 28oC, har en koncentration på 0,08 g/L (se afsnittet Mængden af RmAFP#1 i Resultater). Dette udbytte 
lever ikke op til producentens angivelser for maksimal produktionsmængde, hvilket ville svare til en 
koncentration i mediet på 2,95 g/L GFP+AFP. 
Herudover ses der en sammenhæng mellem antifryseporteinaktivitetsmålingerne for B. choshinensis 
supernatantprøver ved 28oC, og de udførte absorbansmålingerne på de samme prøver. Dette resultat tyder 
på, at absorbansmålingerne i nogle tilfælde kan anvendes til måling af GFP koncentrationer i en prøve. 
Perspektivering 
Optimering af forsøgsmetoder 
Ved at udføre antifryseproteinaktivitetsmålinger på prøverne inden oprensning kan der mere præcist 
udvælges relevante prøver til oprensning, da antifryseproteinaktivitetsmålingerne er den eneste metode, 
der gør det muligt direkte at sammenligne koncentrationen af AFP i forskellige prøver. Dette vil nedbringe 
antallet af prøver, der herefter skal oprenses på nikkelkolonne. Ved at udtage en prøve både før og efter 
nikkelkolonnen og sammenligne disse ved brug af en gel kan renheden af AFP bestemmes. Ved bagefter at 
frysetørre den oprensede prøve vil det være muligt at bestemme mængden af AFP meget præcist.  
Medier 
Til dette projekt er brugt to forskellige medier til bakteriekulturerne for at skabe optimale forhold for begge 
bakterier. Det ville være interessant at teste andre former for mediesammensætninger, og afgøre deres 
betydning for bakteriernes proteinproduktion. Eksempelvis ved at tilsætte polypeptone og fruktose til 
mediet brugt til B. choshinensis undervejs i forsøget.  
En anden ting, der kunne være interessant at afprøve i forbindelse med medier, er om, det ville have en 
effekt at tilsætte proteasehæmmere til mediet fra starten af for at undgå, at de få ekstracellulære 
proteaser nedbryder AFP.  
E. coli med pNCMO2 vektor 
En mulig forklaring på, at de to bakterier ikke producerer lige meget AFP, kunne være, at vektorerne ikke er 
de samme. Der kunne eventuelt være forskel på vektorformeringen i cellerne, således at den ene vektor er 
til stede intracellulært i større antal end den anden. E. coli med vektoren pNCMO2 med indføjelse af 
signalpeptid, GFP, AFP og his-tag findes, men det er ikke i skrivende stund verificeret at den udtrykker 
proteinkomplekset. Når det er bekræftet, at den kan det, kan det være relevant igen at sammenligne de to 
bakteriers produktion af AFP. 
Fremtidsudsigter 
Der er stadig mange områder, der kan undersøges nærmere i forbindelse med antifryseproteinproduktion i 
B. choshinensis, men på baggrund af resultaterne af dette projekt synes det ikke usandsynligt, at det er 
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muligt at finde vækstforhold, som kan gøre udvinding af AFP fra B. choshinensis så rentabel at en 
kommercielproduktion kan etableres. 
Så vidt vides findes der ikke en effektiv metode til at måle flourescens i medier. Det kunne være interessant 
at undersøge anvendelsen af absorbansmålinger til måling af flourescens nærmere. 
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Bilag 1: Figurer 
OD-målinger 
OD600 
 
Figur 29: OD600 sammenligning for B. choshinensis med GFP+AFP (BC) og B. choshinensis uden GFP+AFP (BCK). Det ses at begge 
stammer vokser pænt ved alle tre temperaturer, dog når BC ved 28 grader højere op end samme stamme ved 25, og 37 grader, 
samt højere op end BCK. 
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Figur 30: OD600 sammenligning for E. coli med GFP+AFP, der induceres på første døgn (EC) og E. coli med GFP+AFP, der ikke 
induceres på første døgn (ECK). Det ses at begge stammer vokser pænt ved alle tre temperaturer, dog når EC ved 28 grader og 25 
grader højere op end samme stamme ved 37 grader, indenfor det første døgn. 
 
Figur 31: OD600 sammenligning for B. choshinensis med GFP+AFP (BC) og E. coli med GFP+AFP der induceres det første døgn (EC). 
Det ses at indenfor det første døgn har E. coli en højere absorbans end BC, men efter lidt under 2 døgn (2000 min) ligger BC 28’s 
absorbans højere end E. coli. Herefter bliver BC’s absorbans ved med at stige, hvorimod EC’s absorbans forbliver mere eller 
mindre den samme, og begynder at falde sidst på kurven.  
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Bradford assay 
 
Figur 32: Bradford reagens resultat for B. choshinensis med GFP+AFP (BC) og B. choshinensis uden GFP+AFP (BCK), for 
supernatant prøverne. Der ses en klar forskel på den samlede mængde proteiner i BC i forhold til BCK. Der er udregnet mængder 
til gelen ud fra disse prøver, så alle brønde indeholder 5 μg samlet mængde proteiner. 
 
Figur 33: Bradford reagens resultat for B. choshinensis med GFP+AFP (BC) og B. choshinensis uden GFP+AFP (BCK), for pellet 
prøverne. Der ses en klar forskel på den samlede mængde proteiner i BC i forhold til BCK. Der er udregnet mængder til gelen ud 
fra disse prøver, så alle brønde indeholder 5 μg samlet mængde proteiner. 
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Figur 34: Bradford reagens resultat for E. coli med GFP+AFP, der er induceret det første døgn (EC) og E. coli med GFP+AFP, der 
ikke er induceret det første døgn (ECK), for pellet prøverne. Der ses en forskel på den samlede mængde proteiner i EC i forhold 
til ECK. Der er udregnet mængder til gelen ud fra disse prøver, så alle brønde indeholder 5 μg samlet mængde proteiner. 
 
Figur 35: Bradford reagens resultat for E. coli med GFP+AFP, der er induceret det første døgn (EC) og E. coli med GFP+AFP, der 
ikke er induceret det første døgn (ECK), for supernatant prøverne. Der ses en forskel på den samlede mængde proteiner i EC i 
forhold til ECK, og mængden af proteiner er meget lav i forhold til de tre foregående diagrammer. Der er udregnet mængder til 
gelen ud fra disse prøver, så alle brønde indeholder 5 μg samlet mængde proteiner. 
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Antifryseproteinaktivitetsmålinger 
Figur 36: Her ses billeder fra antifryseproteinmålingen af prøven B. Choshinensis med GFP+AFP (BC) ved 37 grader, der er taget 
efter cirka 3 timer, og dens tilsvarende kontrol B. Choshinensis uden GFP+AFP (BCK). Til tiden, der angives i minutter, 0 ses der 
ingen umiddelbar forskel på prøverne. Fra tiden 10 til 30 ses der en tiltagende størrelse af iskrystaller, men der ses ingen 
væsentlig forskel indbyrdes mellem supernatant prøverne, og indbyrdes mellem pellet prøverne.  
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Figur 37: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Grafen viser heller ikke 
nogen væsentlig indbyrdes forskel mellem prøverne. 
 
Figur 38: Her ses billeder fra antifryseproteinmålingen af prøven E. coli med GFP+AFP, der er induceret på første dag EC, ved 28 
grader, der er taget efter cirka 30 timer, og dens tilsvarende kontrol E. coli med GFP+AFP, der ikke er induceret (ECK). Til tiden, 
der angives i minutter, 0 ses der ingen umiddelbar forskel på prøverne. Der ses ingen anden væsentlig forskel mellem prøver, 
end at iskrystallerne i begge supernatanter er større end i begge pellet.  
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Figur 39: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Kurverne for 
supernatanterne ligger, som forventet, højere end pelleterne. Det er dog imod forventningen at pellet for ECK ligger under pellet 
for EC. 
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Figur 40: Her ses billeder fra antifryseproteinmålingen af prøven B. Choshinensis med GFP+AFP (BC) ved 28 grader, der er taget 
efter cirka 48 timer, og dens tilsvarende kontrol B. Choshinensis uden GFP+AFP (BCK). Til tiden, der angives i minutter, 0 ses der 
ingen umiddelbar forskel på prøverne. Der er ikke en væsentlig forskel mellem iskrystal størrelsen i BC’s pellet og i BCK’s pellet. 
 
Figur 41: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Der er ikke en væsentlig 
forskel på hældningen af kurverne, men udgangspunktet for BCK’s pellet ligger forskudt i forhold til udgangspunktet for BC’s 
pellet. 
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Figur 42: Her ses billeder fra antifryseproteinmålingen af prøven E. coli med GFP+AFP, der er induceret på første dag EC, ved 28 
grader, der er taget efter cirka 48 timer, og dens tilsvarende kontrol E. coli med GFP+AFP, der ikke er induceret (ECK). Til tiden, 
der angives i minutter, 0 ses der ingen umiddelbar forskel på prøverne. Der ses ingen væsentlig forskel på pellet prøver. 
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Figur 43: Denne graf viser iskrystallernes størrelse (radius målt i μM) over de 33 minutter prøven kørte. Grafen er modificeret så 
de første minutter hvor isen stabiliserer sig ikke er taget med (se bilag for ikke modificerede grafer). Der ses ikke nogen 
væsentlig forskel på EC og ECK’s pellet, og der er en høj, hvis ikke fuldstændig, rekrystallisering. 
Ikke-modificerede grafer fra antifryseproteinaktivitetsmålinger 
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Bilag 2: Protokoller 
 
Ikke alle protokoller er taget med, kun de vigtigste fra de forsøg der har været direkte relevante for selve 
projektet. Der er forudgående foretaget en gramfarvning, for at verificere bakterierne, da kolonierne ikke 
så rigtige ud.  
Protokol 1.1: Klargøring til forsøg. 
Formål: at få lavet vækstmedie og agarplader, til renstrygning, kryopreservering og forsøg. Der laves 5 LB 
medier, og 3 Brevis målsatte medier. Når agarpladerne er færdige skal stammerne renstryges (se sidst i 
protokollen). 
Første del: medielavning 
1. De forskellige medier klargøres til autoklaven1, og kolberne markeres som følger: 
a. LB + AMP (2 stk. hhv. navngivet 1 og 2): vil indeholde ampicilin og et standard LB medie. 
b. LB + NEO (1 stk.): vil indeholde neomycin og et standard LB medie. 
c. LB + AMP + Agar (1 stk.): vil indeholde agar, LB medie og ampicillin. 
d. LB + NEO + Agar(1. stk): vil indeholde agar, LB medie og neomycin. 
e. MM + NEO (2 stk. hhv. navngivet 1 og 2): vil indeholde målmedie og neomycin. 
f. MM + NEO + Agar (1 stk.): vil indeholde agar, målmedie og neomycin. 
- HUSK: Ampicillin og neomycin tilsættes først efter autoklaven. 
2. Imens autoklaven kører findes termometer, magnetomrører med varme og plader frem.  Pladerne 
markeres i bunden (der går cirka én pose til 500 mL) således: 
a. N + LB: LB medie med neomycin. 
b. N + MM: Målmedie med neomycin. 
c. A + LB: LB medie med ampicillin. 
3. Når autoklaven er færdig tages medierne op i laboratoriet, temperaturen måles, og de forskellige 
penicilliner tages frem. 
4. Agarmedierne ordnes først (dette skal ske relativt hurtigt): 
a. Tilsæt penicillin, og lad magnetomrøreren røre det lidt rundt (rengør magneten efter hver 
gang).  
b. To personer har imens gjort sig klar med plader; én person tager pladernes låg af og på, og 
den anden hælder medie op. Eventuelle bobler kan fjernes ved at bruge en tandstik eller 
ved at banke pladen mod bordet. 
c. Denne proces gentages med de tre agarmedier. 
5. Herefter tilsættes medierne penicillinen der er angivet på flasken (se punkt 1), og sættes på køl. 
6. Agarpladerne vendes med bunden opad når de er faste, 3 af hver plade tages fra, resten sættes på 
køl. 
Anden del: renstrygning 
                                                          
1
 Grundet de mange opskrifter er disse indsat som bilag til sidst. 
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Til denne del skal der bruges 9 plader: 3 LB agarplader med ampicillin, 3 LB agarplader med neomycin og 3 
målmedie agarplader med neomycin. Der findes tandstikker, glasspatler, lighter og plastikposer frem. Tjek 
varmeskabet er tændt. 
1. Pladerne og plastikposerne markeres med stammenavn (HR090 for E. coli og HR098 for B. brevis), 
og plastikposen markeres derudover med dato og vejleder. Husk et 1,2 eller 3 tal på pladen. 
2. Roller fordeles (åbner, stryger og ”brænder”) og materialer stilles indenfor en hvis rækkevidde. 
3. E. coli (HR090) renstryges på LB + Ampicillin pladerne, og B. Brevis (HR098) renstryges på både LB + 
neomycin og målmedie + neomycin pladerne. Renstrygningen sker således: 
a. Åbneren tager stammen op af stammebanken (én af gangen), mens strygeren udser sig et 
punkt på pladen. 
b. Når strygeren melder sig klar til at sætte i gang, brænder ”brænderen” glasspatlen af, mens 
strygeren bruger en tandstik til at placere en prøve fra stammens eppendorfrør (som 
åbneren har åbnet), på ét punkt på pladen.  
c. Laves der en zigzag bevægelse henover pladen (som vist på billedet herunder). 
d. Pladens låg sættes på, og pladen placeres med bunden i vejret. 
e. Dette gøres tre gange, hver gang med en ny tandstik og hver gang med en afbrændt 
glasspatel. 
4. Pladerne lægges i poser og stilles i varmeskabet (ved 37oC). 
a. Efter 1 døgn i varmeskabet tages pladerne ud, og vi afprøver B. brevis pladernes GFP 
aktivitet med UV lys. 
b. Pladerne med E. coli stilles herefter i køleskabet, og dem med B. brevis stilles ved 
stuetemperatur, til der kan laves kryopreservering (max 5 dage). 
Fjerde del: kryopreservering. 
Der laves et eppendorfrør for hver af de renstrygne plader, dette gør at en ikke-funktionel koloni ikke 
ødelægger fremtidige forsøg (giver os flere skud i bøssen). Alt efter om der har været god vækst på 
pladerne der var B. brevis og LB på, kryopreserveres disse også. 
1. Der tages 3 flasker medie op fra køleskabet: LB + ampicillin, (LB + Neomycin) og Målmedie + 
neomycin. 
2. 9 100 mL autoklaverede kolber markeres (hvis B. brevis’ vækst på LB agarpladerne var 
tilfredsstillende) således (det er kun de mest overbevisende kolonier der bliver taget, deraf kun én 
per bakterie og medie):  
a. E. Coli 1 + LB = E. coli stamme fra plade 1 med LB medie. 
b. B. brevis 1 + MM = B. brevis stamme fra plade 1 med Målmedie. 
c. B. brevis 1 + LB = B. brevis stamme fra plade 1 med LB medie. 
3. Der tilsættes nu i hver af kolberne 25 mL af det medie der skal til (se ovenover). 
a. Husk for hver gang at dække både medierne og kolberne til igen med alufolien. 
4. Der findes små pipetter frem og hver plade stilles klar. 
a. Pipette spidsen dybbes i en koloni, og derefter smides pipette spidsen ned i kolben, der 
lukkes til. 
5. Hver kolbe stilles i varmeskabet ved 370C med en omrystning på 120 rpm. 
6. Der laves herefter en glycerol blanding af hvert medie klar: 
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a. 0,6 mL medie blandes med 0,4 mL glycerol i et eppendorfrør, rystes,og stilles på køl. Hvert 
eppendorfrør markeres således: 
i. E. coli +LB: kommer til at indeholde E. coli kulturen. 
ii. B. Brevis + LB: kommer til at indeholde B. brevis der vokser i LB. 
iii. B. brevis + MM: kommer til at indeholde B. brevis der vokser i målmedie. 
7. Dagen efter overføres 1 mL af hver inokuleret bakteriekoloni til de dertilhørende eppendorfrør der 
blev lavet dagen før. 
8. Efter dette stilles de kryopreserverede kolonier i en fryser på -80oC. 
Dyrkning af bakterier og prøvetagning 
De tre stammer HR090, HR098 og HR099 blev inkuberet på agarplader i tre dage. Fra hver plade blev en 
koloni udvalgt til overnatskultur (ON) (dyrkning i 250 mL medie). Der blev af disse overnatskulturer taget 1 
mL ud, der herefter blev tilsat 0,6 mL medie blandet med 0,4 mL glycerol. Disse stammer blev gemt i 
fryseren i bygning 15 (se Tabel 8 for notering).  
Tabel 8: Rørnotering for kryopræserverede stammer. 
Eppendorf 
nummer 
Bakterie Naturligt indhold Shuttle vektor 
indhold 
Medie og penicillin 
type 
1573 E. coli F- ompT Ion 
hsdS(index B)(r-
index B m- index 
B)gal dcm 
 
pBE-S(Amp), Apre-
GFP-Spacer-AFP-
His 
 
LB+Ampicillin 
1572 B. choshinensis Ukendt pNCMO2 (neo-
GFP-AFP-HIS) 
 
MM+neomycin 
1571 B. choshinensis Ukendt pNCMO2 (NEO) MM+neomycin 
Herefter blev disse kryopræserverede stammer brugt i forsøget. Hver stamme blev renstrøget, og inkuberet 
i tre døgn ved stuetemperatur. Herefter blev der lavet ON for hver stamme, to for E. coli  og én for B. 
choshinensis. Disse ON blev inkuberet natten over ved 37oC, og dagen efter blev disse delt ud i tre kolber, 
med 62,5 mL i hver, og hertil tilsættes 187,5 mL nyt medie, LB til E. coli og MM til B. choshinensis. Der laves 
seks kolber med E. coli ON (1573), og der laves tre for hver af de to B. choshinensis stammer (1571 og 
1572).  
Protokol 3.1.: Måling af GFP transkription, og AFP produktion ved forskellige temperaturer. 
Fredag d. 25/4-14: renstrygning. 
Inden stammerne hentes fra fryseren i bygning 15, hentes 2 LB plader og 4 MM plader op fra køleskabet i 
16, disse stilles ved 37oC i 10 minutters tid, eller til al kondensvand er fordampet. På de 2 LB plader 
renstryges E. coli stammen, på 2 MM plader renstryges B. choshinensis med GFP og AFP, og på de 2 sidste 
MM plader renstryges B. choshinensis kontrolstammen. Disse stilles et mørkt sted i rummet weekenden 
over. For hurtigt overblik over plader og notering se Tabel 9.  
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Tabel 9: Tabel over renstrygningspladernes indhold og notering. Stammenr. er nummeret på den stamme vi selv har 
kryopræserveret, og nummereringen er lavet efter bygning 15’s reglement, og følger derfor ikke Hans Ramløvs navngivning. K i 
tabellen står for kontrol, og angiver den bakterie der bruges til kontrol. 
Pladetype LB LB MM MM MM MM 
Bakterie E. coli 
med 
GFP+AFP 
E. coli 
med 
GFP+AFP 
B. choshinensis 
med GFP+AFP 
B. choshinensis 
med GFP+AFP 
B. choshinensis 
uden GFP+AFP 
B. choshinensis 
uden GFP+AFP 
Stammenr. 1573 1573 1571 1571 1572 1572 
Notering EC EC BC BC BCK BCK 
Mandag d. 28/4-14: UV mikroskopi og overnatskultur lavning. 
Pladerne der har stået weekenden over bliver gået igennem, og der findes brugbare kolonier. Der skal til 
hver overnatskultur (ON) bruges én koloni fra én plade, med undtagelse af E. coli ON’en. For kvalitativt at 
kunne verificere at bakterierne der tilsættes medierne er de rigtige, laves der en UV mikroskopi før 
kolonien tilsættes mediet. I B. choshinensis kontrolstammen forventes det at der ingen GFP aktivitet vil 
være, i B. choshinensis forsøgsstammen forventes det at der er GFP, og i E. coli, både den der bruges til 
kontrol og den der bruges som forsøgsstamme forventes det at der ingen GFP er.  
Fluorescensmikroskopi: inden selve mikroskopien tages der en 2 μL pipette, med pipette spidser, og 4*10 
mL rør med låg, til resuspendering af bakterierne. Fra hver af de kolonier der skal bruges til overnatskultur 
skrabes der ude i siden, med 2 μL pipette spidsen, og denne skydes ned i 10 mL røret. I hvert 10 mL rør 
tilsættes 10 mL af den allerede forberedte bufferopløsning (10 mmolar MgSO4, pH justeret med NaOH). 
Buffer og bakterier bliver nu blandet godt sammen ved at bruge whirlpool mixeren der står i LAB. For 
rørnotering, indhold og forventning til resultat, se Tabel 10. 
Tabel 10: Tabel over resuspenderingernes indhold og notering. Stammenr. er nummeret på den stamme vi selv har 
kryopræserveret, og nummereringen er lavet efter bygning 15’s reglement, og følger derfor ikke Hans Ramløvs navngivning. K i 
tabellen står for kontrol, og angiver den bakterie der bruges til kontrol. NB: E. coli behøves ikke at blive tjekket af to omgange da 
det er den samme stamme der anvendes, men da der nok ikke er nok ON i én kolbe laves der 2 undersøgelser af E. coli til 2 
forskellige kolber. 
Bakterie E. coli med 
GFP+AFP 
E. coli med 
GFP+AFP 
B. choshinensis 
med GFP+AFP 
B. choshinensis 
uden GFP+AFP 
Stammenr 1573 1573 1571 1572 
Notering EC ECK BC BCK 
 
Imens kolonierne resuspenderes laves der objektglas klar: der tages en ikke-autofluorescerende tusch og 
bliver tegnet en cirkel midt på glasset, det er inden for cirklen at 10 μL af hver resuspension placeres. 
Objektglassene placeres på en serviet hvorpå der står den samme notering som der står på røret med 
resuspenderingen, så der kan kendes forskel på dem. Når objektglassene er klar pipetteres 10 μL af hver 
resuspension ud på hver objektglas, og det får lov til at lufttørre. Når objektglassene er mere eller mindre 
tørre, køres de 5-6 gange gennem en bunsenbrænder flamme, for at fiksere bakterierne. Til sidst ligges et 
dækglas på, og hver bakterie analyseres i laboratoriets UV mikroskop. 
ON lavning: 4 kolber tages frem og disse noteres efter hvilken bakterie der skal i. se … for oversigt over 
medieindhold, stamme og notering. Alle kolber tilsættes 250 mL af mediet den enkelte stamme gror bedst 
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i. Der tages nu en del af den koloni der blev UV mikroskoperet fra pladen, ved brug af pipettes spids, og 
denne spids dumpes i den kolbe den nu skal i. Alle kolberne stilles ved 37oC natten over. 
Tabel 11: oversigt over medieindhold og notering for ON. Stammenr. Er nummeret på den stamme vi selv har kryopræserveret, 
og nummereringen er lavet efter bygning 15’s reglement, og følger derfor ikke Hans Ramløvs navngivning. K i tabellen står for 
kontrol, og angiver den bakterie der bruges til kontrol. For E. coli er kontrolstammen og forsøgsstammen ens, men dette gøres 
op for ved at undlade at IPTG inducere kontrolstammen ved forsøgsstart. 
Medie Standard LB Standard LB Målmedie til 
Brevibacillus 
Målmedie til 
Brevibacillus 
Bakterie E. coli med 
GFP+AFP 
E. coli med 
GFP+AFP 
B. choshinensis 
med GFP+AFP 
B. choshinensis 
uden GFP+AFP 
Stammenr. 1573 1573 1571 1572 
Notering EC ECK BC BCK 
 
Tirsdag 29/4-14: Forsøgsdag 1. 
Inden forsøgsstart spædes ON op med 750 mL medie, og deles op i flere kolber (se …). 3 vandbade indstilles 
på henholdsvis 25oC, 28oC og 37oC. Kolberne med EC (ikke ECK) skal, udsættes for en 30 minutters 
kuldechok, inden de stilles i vandbadet som stemmer med temperaturen den enkelte kolbe er noteret med. 
Alle vandbade stilles på 120 rpm gennem hele forsøget.  
Tabel 12: Tabel over kolbenotering, indhold og temperatur. Stammenr. Er nummeret på den stamme vi selv har 
kryopræserveret, og nummereringen er lavet efter bygning 15’s reglement, og følger derfor ikke Hans Ramløvs navngivning. K i 
tabellen står for kontrol, og angiver den bakterie der bruges til kontrol. Tabellen er farveinddelt for at gøre det nemmere at 
holde styr på de forskellige stammer. MM står for målmediet til Brevibacillus gruppen fandt i forbindelse med projektet. 
Medie Bakterie Stammenr. Temperatur under dyrkning  Notering  
LB E. coli med GFP+AFP 1573 25oC EC-25C 
LB E. coli med GFP+AFP 1573 28oC EC-28C 
LB E. coli med GFP+AFP 1573 37oC EC-37C 
LB E. coli med GFP+AFP 1573 25oC ECK-25C 
LB E. coli med GFP+AFP 1573 28oC ECK-28C 
LB E. coli med GFP+AFP 1573 37oC ECK-37C 
MM B. choshinensis med 
GFP+AFP 
1571 25oC BC-25C 
MM B. choshinensis med 
GFP+AFP 
1571 28oC BC-28C 
MM B. choshinensis med 
GFP+AFP 
1571 37oC BC-37C 
MM B. choshinensis uden 
GFP+AFP 
1572 25oC BCK-25C 
MM B. choshinensis uden 
GFP+AFP 
1572 28oC BC-K28C 
MM B. choshinensis uden 
GFP+AFP 
1572 37oC BCK-37C 
 
Som beskrevet tidligere skal EC kolberne stilles i køleskab en halv time, efter de er tilsat ekstra medie, og 
herefter skal de stå ved den temperatur der er angivet i noteringen, en halv time til før de kan induceres 
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med IPTG. De forskellige teknikker og metoder er forklaret i metoder. Noteringerne på kolberne vil være de 
samme som beskrevet i Tabel 12.  Den første prøve tages lige efter tilsætning af IPTG til EC25, EC28 og 
EC37, denne vil være vores 0-prøve. Herefter tages der en prøve tre timer efter induceringen af EC25, EC28 
og EC37. Prøvetagningen består i en 30 mL prøve til oprensning af AFP, løbende tages der 1 mL prøver for 
at vide i hvilken fase bakterierne er, og herefter bruges nogle af disse til GFP detektering, og de resterende 
30 mL prøver denne dag, tages efter OD er taget og der er fundet et faseskift eller en anden form for 
ændring i bakterierns vækst der vil være interessante.  
 
OD-målinger 
Der tages to typer OD; OD600 er standard til at detektere bakteriers vækst i et medie. Denne OD vil blive 
brugt til at finde ud af hvilken fase bakterien er i, så dette senere kan sammenholdes med GFP indholdet. 
Ved bestemte tidspunkter (0-prøve, 3 timer efter induktion, og så videre), vil OD488 give en idé om inholdet 
af GFP i bakterierne. De to kontroller ECK og BCK vil blive anvendt til nulstilling af apparatet for EC og BC 
prøver. Prøverne til estimering af GFP vil først blive taget af de naturligt suspenderede celler i mediet, for at 
kunne anvende kontrollerne. Herefter spinnes både BCK, ECK og EC samt BC ned for at måle på GFP 
koncentration i mediet (secernering til mediet). Senere vil den endelige mængde GFP i medie, og bakterie, 
blive fundet ved at der laves en standardtrappe med kendte koncentrationer af GFP-AFP’s OD488 i mg/mL, 
og derfra kan der regnes frem til hvor mange GFP (ved at regne om fra mg til kDa, og derfra dividere GFP-
AFP vægten med kDa fra de enkelte måletidspunkter) der er i prøverne. Dette viser hvor mange GFP-AFP 
der er i bakterierne og hvor mange der når ud, derved giver det et procenttal for vektorens evne til at få B. 
choshinensis til at udskille GFP-AFP.  
Oprensning 
Hver prøve oprenses, dog vil det kun være den første del hvor prøverne spinnes ned og sonikeres der vil 
blive udført, resten udføres torsdag. Oprensningsproceduren er modificeret efter den normale procedure i 
laboratoriet, da vores GFP+AFP protein er større end AFP’et alene. 
For hver prøvetagning spinnes prøven ned, 4000 G i 10 minutter ved 4oC. Supernatanten gemmes i fryseren 
og markes med noteringen fra kolben, S og prøvetal. Pellet resuspenderes i 0,6 mL R-buffer tilsat 0,03 mL 
protease inhibitor (EDTA og benzamidin), og blandes godt ved at bruge en whirlpool mixer. Herefter 
sonikeres pellet, E. coli pellet sonikeres 2x12 sekunder og B. choshinensis pellet sonikeres 6x12 sekunder. 
Herefter spinnes de ned ved 20000 G i 20 minutter, og supernatanten gemmes.  
Onsdag d. 30/4-14: prøvetagning. 
Denne dag vil der blive taget prøver om morgenen, og eftermiddagen, tiderne vil blive noteret senere. Der 
følges samme procedure fra de prøver taget dagen før. For hver prøvetagning spinnes prøven ned, 4000 G i 
10 minutter ved 4oC. Supernatanten gemmes i fryseren og markes med noteringen fra kolben, S og 
prøvetal. Pellet resuspenderes i 0,6 mL R-buffer tilsat 0,03 mL protease inhibitor (EDTA og benzamidin), og 
blandes godt ved at bruge en whirlpool mixer. Herefter sonikeres pellet, E. coli pellet sonikeres 3x15 
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sekunder og B. choshinensis pellet sonikeres 6x15 sekunder. Herefter spinnes de ned ved 20000 G i 20 
minutter, og supernatanten gemmes.  
Torsdag d. 1/5-14: prøvetagning og dialyse. 
Denne dag vil der blive tage en enkelt prøve om morgenen, og en om eftremiddagen. For hver 
prøvetagning spinnes prøven ned, 4000 G i 10 minutter ved 4oC. Supernatanten gemmes i fryseren og 
markes med noteringen fra kolben, S og prøvetal. Pellet resuspenderes i 0,6 mL R-buffer tilsat 0,03 mL 
protease inhibitor (EDTA og benzamidin), og blandes godt ved at bruge en whirlpool mixer. Herefter 
sonikeres pellet, E. coli pellet sonikeres 3x15 sekunder og B. choshinensis pellet sonikeres 6x15 sekunder. 
Herefter spinnes de ned ved 20000 G i 20 minutter, og supernatanten gemmes.  
Så mange prøver som muligt bliver sterilfiltreret i filtre af stigende finhed, til der nås en 0,2 μm finhed. 
Fredag 2/5-14: prøvetagning, sterilfiltrering. 
Denne dag vil der blive tage en enkelt prøve om morgenen. Prøven spinnes ned, 4000 G i 10 minutter ved 
4oC. Supernatanten gemmes i fryseren og markes med noteringen fra kolben, S og prøvetal. Pellet 
resuspenderes i 0,6 mL R-buffer tilsat 0,03 mL protease inhibitor (EDTA og benzamidin), og blandes godt 
ved at bruge en whirlpool mixer. Herefter sonikeres pellet, E. coli pellet sonikeres 3x15 sekunder og B. 
choshinensis pellet sonikeres 6x15 sekunder. Herefter spinnes de ned ved 20000 G i 20 minutter, og 
supernatanten gemmes. 
Så mange prøver som muligt bliver sterilfiltreret i filtre af stigende finhed, til der nås en 0,2 μm finhed. B. 
choshinensis supernatant prøver bliver prioriteret da disse skal dialyseres inden der gøres mere med dem. 
Hvis man følger E. coli oprensningsguiden fra laboratoriet, skal man ikke dialyseres inden der kan køres 
nikkelkolonne, men da det forventes at B. choshinensis udskiller en masse til mediet, og da der derfor vil 
være mere forurening i denne, i forhold til E. coli der ikke burde udskille noget til mediet, så udføres 
dialysen for at sørge for at forureningen af de to typer prøver, er nogenlunde ens.  
Da det ikke vides om EGFP-AFP komplekset kan bevare sin binding til hinanden når det er uden for 
cellevæggen, laves der en dialyse med 3,5 kDa membran, imod MilliQ vand. Dette gør at eventuelle frie AFP 
ikke mistes.  
Mandag d. 5/5-14: Gel, dialyse og databehandling. 
De dialyserede prøver, pellet og supernatanterne fra E. coli bliver der udført geler på. Disse er mest for at 
estimere hvor meget forurening der er i prøverne inden nikkelkolonnen og om der skal udføres en dialyse 
på dem alle sammen.  
Klargøring af gel 
Fjern kam og tape på elektrode, og sæt gel i kammeret. Hæld MES SDS Running Buffer-buffer i det 
midterste kammer og tjek for utætheder; tjek de ikke løber sammen. Sæt strøm til apparatet og kør ved 
175 V i 60 min (Eller til den blå farve er ved at løbe ud af gelen).  
Loading buffer opløsning 
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Da der laves specifikke fortyndinger, hvor det endelige volumen skal være 30 μL, og 5 μg samlet protein, 
tilsættes der sample buffer og DTT i hvert enkelt Eppendorf rør, hvorefter en bestemt mængde prøve og 
MilliQ tilsættes. Til en 30 μL prøve anvendes 7,5 μL SDS-Sample buffer, og 1,5 μL DTT. Se Tabel 13 for den 
præcise mængde prøve og MilliQ. 
Tabel 13: Oversigt over prøvemængde og MilliQ i prøverne til gelernes brønde. Alle prøvemængder er lavet efter den mest 
koncentrerede prøve, derfor er der mange af kontrollerne der tilsættes i samme mængde som forsøgsbakterien. 
Prøve Prøvemængde 
(μL) 
NB(til noter) MilliQ (μL) 
P2 1571 sup 37 grader 15,04  5,96 
P2 1572 sup 37 grader 15,04  5,96 
P3 1571 sup 28 grader 7,12  13,88 
P3 1572 sup 28 grader 7,12  13,88 
P3 1571 sup 37 grader 7,30  13,70 
P3 1572 sup 37 grader 7,30  13,70 
P4 1571 sup 25 grader 8,40  12,60 
P4 1572 sup 25 grader 8,40  12,60 
P4 1571 sup 28 grader 8,06  12,94 
P4 1572 sup 28 grader 8,06  12,94 
P6 1571 sup 28 grader 18,69  2,31 
P6 1572 sup 28 grader 18,69  2,31 
P1 1573 pellet 25 grader 8,47  12,53 
P1 1573K pellet 25 grader 8,47  12,53 
P1 1573 pellet 28 grader 8,77  12,23 
P1 1573K pellet 28 grader 8,77  12,23 
P1 1573 pellet 37 grader 11,90  9,10 
P1 1573k pellet 37 grader 11,90  9,10 
P2 1573 pellet 28 grader 6,35  14,65 
P2 1573K pellet 28 grader 6,35  14,65 
MM 21 der er for lidt i 0-prøve til at estimere 
noget. 
0 
LB 21 der er for lidt i 0-prøve til at estimere 
noget. 
0 
 
Farvning af gel 
Herunder er opskriften til farvningen af gelen, opskriften er for en Bis-tris gel, efter hvert trin kasseres 
væsken efter klassificering. Det samlede volumen i blandingerne er ikke de forskellige volumener hældt 
sammen, da væsken reduceres i forskellige situationer.  
Opløsning Indhold Tid trinnet skal køre. 
Fixing solution Methanol 100 mL 
Eddikesyre 20 mL 
MilliQ vand 90 mL 
10 minutter  
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I alt 100 mL 
Sensitizing solution Methanol 100 mL 
Sensitizer 5 mL 
MilliQ vand 105 mL 
I alt 200 mL 
30 minutter (dette trin 
gentages 1 gang) 
Vask MilliQ vand 200 mL 10 minutter (dette trin 
gentages 1 gang) 
Staining solution Stainer A 5 mL 
Stainer B 5 mL 
MilliQ vand 90 mL 
I alt 100 mL 
15 minutter 
Vask MilliQ vand 200 mL 5 minutter (gentages 1 gang) 
Developing solution Developer 5 mL 
MilliQ vand 95 mL 
I alt 100 mL 
3-15 minutter 
Når den rette farvning er nået 
hældes der 5 ml stopper i. 
Vask MilliQ vand 200 mL 10 minutter (gentages 2 gange) 
Der blev dagen efter anvendt coomassie, da båndene ikke blev ligeligt farvet. Coomassie blanding hældes 
over gelerne og disse stilles på en ryster i en time. Herefter hældes coomassie tilbage og der hældes 
affarver på gelerne, for at fjerne den værste farve. Herefter skylles gelerne, af flere omgange, i vand, til der 
nås den ønskede farvning. 
Torsdag d. 8/5-14  
Der laves to nye geler, og disse farves med silverstain. 
Fredag d. 9/5-14  
Geler fra 8/5 farves med Coomassie Blue. 
12.-20./5-14  
Antifryseproteinaktivitetsmålinger og fluorescensmikroskopi. 
Protokol: Fluorescensmikroskopi 
Klargøring 
1. Tænd fugtkontrol og indstil til 35. 
2. Tænd aircondition. 
3. Tænd kølevand (FRIGOMIX) – vent til temperaturen er på 5°C, ca. 30 minutter. 
4. Sæt stik til silicapumpe i. 
5. Tænd nanoliter-osmometer/cryostat – skal stå på på LOAD når den ikke bruges. 
6. Tænd UV-kasse – 30 min. Før brug. 
7. Tænd computer, power supply og fluoroscensmikroskop. 
8. Tænd AXIOVISION på computeren. 
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Filtre 
Displayboks ved siden af fluoroscensmikroskopet styrer forstørrelse og filter. 
Revolver:  RLBF: hvidt lys 
 TRITC: rødt lys 
 FITC: grønt lys 
 DAPI: blåt lys 
 
Anvendelse af fluorescensmikroskop 
 
1. Tryk load position og læg ny prøve i. 
2. Tryk pil op på displayet (trekant med streg over). 
3. Drejeknap på højre side styrer lysstyrke, drej til lys kan ses. 
4. Fokuslinser nedenunder kan skubbes ind under. 
5. Håndtag under flytter prøven. 
6. Lille/yderste hjul på venstre side styrer fokus. 
7. Stort/inderste hjul på venstre side: op/ned. 
8. Prøv evt. på display: HOME → Make it visible! 
9. Find cirklen på prøven (forstørrelse er x5). 
10. Axiocam på computer – Mono Live 
11. Med hvidt lys: Prøv evt. at trykke A. best fit - + exposure – snap – se reelt billede 
12. Med fluorescens: Virker sjældent særlig godt.   
 
 
Zoom 
Når man har fundet cirklen på prøven er næste trin at zoome ind: 
Der er x10 zoom ”i systemet”, så x50 zoom f.eks. er reelt x500. 
Fluorescens/UV 
1. SLUK det hvide lys/skru helt ned for drejeknappen på højre side. 
2. Tænd SHUTTER/UV. 
3. Skift mellem filtre. 
4. Gå evt. fra x20 zoom til x40 zoom. 
5. Når den står på RLBF (hvidt lys) TÆND IKKE FOR UV! 
Tage billeder 
Når liveview kører, juster på parametre under primært DISPLAY og ADJUST for at forbedre billedkvaliteten. 
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6D acquisition: Dette projekts profil: ”Brevibacillus” – tryk LOAD, og find Brevibacillus. 
Tænd UV, tryk start. Burde tage et billede af alle bølgelængder og lægge dem sammen. 
Skift evt. fra AUTO til FIXED og ændr i eksponeringstid. 
 
Protokol: Antifryseproteinaktivitetsmåling 
Klargøring af prøve 
På et dækglas tegnes en ring af kølepastik, og inde i denne pippeteres 0,9 µl af den pågældende prøve. 
Køleplastikken holder prøven samlet inden for et område, så væsken ikke løber ud, samtidig med at den 
sørger for at væsken fordeles ligeligt. Prøven dækkes af et andet dækglas, og lægges i et nanoliter-
osmometer. Denne bruges til at fryse prøven ned og kan bl.a. måle gennemsnitsradius af iskrystaller i 
prøven.  
Prøvetagning  
Prøven gennemgår to nedfrysninger, hvor informationer om iskrystallers størrelse indsamles ved anden 
nedfrysning.  
Nanoliter-osmometeret sættes på -40 º C hvilket fryser prøven på ca. 20 sekunder. Herefter sættes 
temperaturen på 2 º C, og prøven smeltes. Denne, første nedfrysning gør at iskrystallerne arrangerer sig i et 
mønster så rekrystalliseringen foregår jævnt, og ikke ender ud med store krystaller ét sted i prøven og små 
et andet sted. Når prøven er smeltet efter første nedfrysning sættes temperaturen på -6 ºC i 30 sekunder, 
inden prøven fryses ved -40 º C, for at sikre at prøven fryser i et jævnt lag, og for igen at øge jævnheden af 
krystalliseringen. Netop som prøven er nedfrosset til -40 º C for anden gang, tændes en videooptagelse af 
prøven, og temperaturen sættes til -6 º C. Her står prøven så ved – 6º C i 33 minutter. Årsagen til, at prøven 
observeres ved – 6 º C i stedet for – 40 ºC er, at rekrystaliseringen forekommer hurtigere ved -6 º C.  
Efterbehandling 
Optagelserne kan herefter analyseres ved hjælp af et computerprogram, ved at udregne gennemsnittet af 
iskystallernes radius, og dermed hvor meget antifryseproteinsaktivitet der har været. 
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Bilag 3: Opskrifter på medier og opløsninger 
 
LB medie til E. coli (2 stk. á 500 mL): 
1. 5,0 g bacto tryptone, 2,5 g bacto yeast extract, 5,0 g NaCl hældes i en kolbe 
2. MilliQ vand fyldes op til ca. 300 mL. 
3. 0,5 mL 1M NaOH tilsættes og der fyldes op til 500 mL med milliQ 
4. Låget skrues løs på flasken og opløsningen sættes i en autoklave 
5. Når kolben er <50 grader celsius tilsættes 0,5 mL ampicillin (markeret med A i skuffen med 
penicillin). 
LB medie til Bacillus Brevis (1 stk. á 500 mL): 
1. 5,0 g bacto tryptone, 2,5 g bacto yeast extract, 5,0 g NaCl hældes i en Kolbe 
2. MilliQ vand fyldes op til ca. 300 mL. 
3. 0,5 mL 1M NaOH tilsættes og der fyldes op til 500 mL med milliQ 
4. Låget skrues løs på flasken og opløsningen sættes i en autoklave 
5. Når kolben er <50 grader celsius tilsættes 0,5 mL neomycin (markeret med N i skuffen med 
penicillin). 
 
Agarplader til E. coli (1 kolbe á 500 mL) 
1. 5,0 g bacto tryptone, 2,5 g bacto yeast extract, 5,0 g NaCl hældes i en Kolbe.  
2. tilsæt 10 gram agar. 
3. MilliQ vand fyldes op til ca. 300 mL. 
4. 0,5 mL 1M NaOH tilsættes og der fyldes op til 500 mL med milliQ 
5. Låget skrues løs på flasken og opløsningen sættes i en autoklave 
6. Når kolben er <50 grader celsius tilsættes 0,5 mL ampicillin (markeret med A i skuffen med 
penicillin) eller neomycin hvis det er til bacillus brevis. 
7. Efter punkt 6 hældes mediet på plader og sættes på køl. (OBS: evt bobler skal fjernes) 
Agarplader til Bacillus Brevis (1 kolbe á 500 mL) 
1. 5,0 g bacto tryptone, 2,5 g bacto yeast extract, 5,0 g NaCl hældes i en Kolbe.  
2. tilsæt 10 gram agar. 
3. MilliQ vand fyldes op til ca. 300 mL. 
4. 0,5 mL 1M NaOH tilsættes og der fyldes op til 500 mL med milliQ 
5. Låget skrues løs på flasken og opløsningen sættes i en autoklave 
6. Når kolben er <50 grader celsius tilsættes 0,5 mL ampicillin (markeret med A i skuffen med 
penicillin) eller neomycin hvis det er til bacillus brevis. 
7. Efter punkt 6 hældes mediet på plader og sættes på køl. (OBS: evt bobler skal fjernes) 
Målmedie til Bacillus Brevis (2 stk. á 500 mL): 
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1. Til en 500 ml flaske tilsættes 12,5 g BBL polypeptone, 0,35 g K2HPO4, 0,15 g KH2PO4, 0,05 g FeSO4 
*7H2O, 0,05 g MnSO4 * 4H2O, 0,005 g ZnSO4 *7H2O, 0,0005g MgSO4 * 7H2O  
2. 5 g fructose til sættes en 200 mL kolbe. 
3. Der tilsættes MilliQ vand til det når 400 mL mærket i flasken og 100 mL mærket i kolben. 
4. Låget sættes løst på og opløsningen sættes i en autoklave. 
5. Efter autoklaven blandes væskerne. 
6. Når kolben er <50 grader celsius tilsættes 0,5 mL neomycin (markeret med N i skuffen med 
penicillin) hvis det er til bacillus brevis. 
Agarplader til Bacillus Brevis (1 stk. á 500 mL): 
1. Til en 500 ml flaske tilsættes 12,5 g BBL polypeptone, 0,35 g K2HPO4, 0,15 g KH2PO4, 0,05 g FeSO4 
*7H2O, 0,05 g MnSO4 * 4H2O, 0,005 g ZnSO4 *7H2O, 0,0005g MgSO4 * 7H2O, og 5 g fructose. 
2. tilsæt 10 gram agar 
3. Der tilsættes MilliQ vand til det når 500 mL mærket. 
4. låget sættes løst på og sættes i en autoklave. 
5. Når kolben er <50 grader celsius tilsættes 0,5 mL neomycin (markeret med N i skuffen med 
penicillin) hvis det er til bacillus brevis. 
6. efter punkt 5 hældes mediet i tomme plader og bobler ”bankes” væk. 
R-Buffer (1 L) 
1. Sammensættes så den indeholder 50 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 25 mM tris-HCl. 
2. pH justeres til 8. 
 
 
 
